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INTRODUCCION 
La glhndula sapra r rena l  o adrenal  se encuentra  formada 
en mamiferos por dos porciones de or igen  embrionario y secrec i6n  
hormonal d i s t i n t o s :  
La m6dulq su~rarrena der iva  del s is tema nervioso aut6- 
nomo simp&tico. Las hormonas s i n t e t i z a d a s  por l a  m i s m a  son la  e p i  
nef r ina  (adrenal ina)  y l a  norepinef r ina  (noradrenal lna) .  
Epinefr ina OH Narepinefrina I 
La ep ine f r ina  es principalmente s i n t e t i z a d a  y almacena- 
da en l a  medula adrenal ,  actuando a trav68 de la  c i rcu lac i6n  sobre  
6rganos d i s t a n t e s .  Esta hormona es necesar fa  para  proporcionar una 
respues ta  funcional  rhpida  a urgencias  tales como e l  f r f o ,  l a  fa- 
t iga,  e tc .  En ese sen t ido ,  contribuye a1 mecanismo que ha &do 11a 
nado de "pelea o huidatt la, r e s u l t a n t e  de l a  a c c i b  conjunta  de l a  
medula suprar renal  y d e l  sistema nervioso sim$tico. La homona 
produce l a  degradacibn d e l  glucdgeno y gluconeog6nesis, taumentan- 
do as1 l a  glacemia, e s  d e c i r  l a  disponib i l idad  inmediata de ener- 
gfa a t r a v Q s  de l a  oxidacibn be glucosa. 
L a  c o r t e z ~  s- posee e l  mismo or igen  embrionario 
que otras glhndulas  como t e s t i c u l o  y ovario , migrando laego cada 
una a s u  l o c a l i z a c i 6 n  f i n a l .  Por l o  t a n t o  todas  guardan c i e r t a s  sL 
mili tudes.  La cor teza  produce un n6mero de po ten tes  hormonas, to- 
das las c u a l e s  corresponden a derivados e s t e r o i d a l e s .  Las  hormonas 
gonadales tambien son es t e ro ides ,  no muy d i f e r e n t e s  a 10s corres-  
I b pondlentes a l a  cor teza  supra r rena l  . 
Las hormonas e s t e r o i d a l e s  de  l a  cor teza  suprar renal  pug 
den c l a s i f i c a r s e  en cua t ro  grupos genera les ,  cada  nno con fnncio- 
nes  c a r a c t e r f s t i c a s :  
- ~ l u c o c o r t i c o i d e s :  a fec tan  primordialmente e l  metabolism0 de hf- 
d r a t o s  de carbono, pro tefnas  y l i p i d o s .  
- Mineralocorticoides:  inf luyen primariamente sobre  e l  t r a n s p o r t e  
2 de e l e c t r o l i t o s  y la d i s t r i b u c i b n  de agua . 
- gs te ro idee  que regulan preferentemente e l  e q u i l i b r i o  Hcido-base: 
promueven l a  eliminaci6n u r i n a r i a  de protones 0 de a c q t 0 r e s . d e  
protones. 
- Andrbgenos: afectan principalmente las c a r a c t e r i s t i c a s  sexuales  
en 10s brganos e s p e c i f i c o s  que les  s i r v e n  de blanco. Estos com- 
puestos  son producidos en mayor proporci6n por e l  t e s t i c u l o .  
La presente  tesis s e  r e f i e r e  a algunos aspec tos  d e l  p r i  
mer grupo de e s t e r o i d e s  en un i n t e n t o  de cor re lac ionar  l a  es t ruc-  
t u r a  e s t e r o i d a l  con su funcibn. En l a  nislaa se t r a b a j d  pr imordia l  
mente con la6 dos series de e s t e r o i d e s  indicadas  en l a  f i g u r a  1.  
E l  p r i n c i p a l  g lucocor t ico ide  en e l  hombre es e l  c o r t i s o l  
(8) mient ras  que en l a  rata l o  e s  l a  c o r t i c o s t e r o n a  ( h ) ( v e r  e s t r u s  
t u r a s  correspondientes  en f i g u r a  1 1. 
E l  t&rmino g lncocor t ico ide  se o r ig in6  a1 comprobarse que 
3 e s t a e  hormonas regulan e l  metabolismo de h i d r a t o s  de carbon0 , 
aunque con pos ter ior idad  s e  determinb qae muchas de s u s  funciones 
no estaban re lac ionadas  con 10s a z h a r e s .  
Respecto de la  primera funcibn, 10s glucocor t ico ides  p r p  
ducen un profundo e fec to  en e l  metabolismo de glucosa (hiperglace- 
rnia y deposicidn de gluc6geno en higado) mediante nn complejo meca 
4 nismo, actuando en d ive r sos  tejidos d e l  organism0 . En e l  higado 
10s glucocor t ico ides  promueven l a  captacibn de aminoicidos, indu- 
cen l a  s i n t e s i s  de enzimas que convier ten a dichos aminoicidos en 
okcetoHcidos precursores  de glucosa (aminotransferasas)  as5  como 
l a  s l n t e s i s  de enzimas-clave de l a  gluconeog6nesis (p i ruvatocarbp 
x i l a s a ,  f osf oenolpiruvatocarbosdquinasa, glucosa-6-2 o s f a t a s a )  y as 
t i v a n  l a  de l a  gluconeog6nesis (glucbgenosintetasa) .  Esto produce 
l a  deposici6n de glucdgeno en higado y e l  aumento de glucosa l i b g  
rada a l a  sangre. E s t e  e fec to ,  asociado a l a  i n h i b i c i d n  de l a  caE 
tac idn  p e r i f h r i c a  de glucosa (accibn a n t i i n s u l i n i c a )  , eausa l a  hi 
perglucemia observada. 
En riii6n 10s glucocor t ico ides  probablemente sean tambi6n 
gluconeog6nicos, act ivando adem& l a  s i n t e s i s  de. amoniaco a p a r t i r  
Fiffura 1: Estructuras y nombres fUPAC de  10s p r in c ip a l e s  e s t e r o i d e s  
estudiados .  
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d e  glutamina y la  f i l t r a c i d n  g l a e r u l a r .  
En laas c 6 l u l a s  adipoaas, l i n f o i d e a ,  conact ivae,  de p i e l ,  
musculsres y bseas 10s glucocort2coides promueven l a  d e s t m c c i 6 n  
de p r o t e i n a s  y/o gasaa, l iberando a l a  sangre mino&cidos ,  g l i c a  
r o l  y Qcldos grasos.  Los dos primeros son captados por  higado y 
rindn y convert idos en glucosa ( gluconeog8nesis) , mient ras  que 10s 
Hcidos g rasos  actdan como fuente  do energia  para  e l  higado. 
La t a b l a  1-1 enumera 10s numerosos e f e c t o s  de 10s glucp 
c o r t i c o i d e s  s i n  abrir j u i c i o  acerca  de  si e s t o s  e s tkn  i n t e r r e l a c i a  
. . 
nados o no. 
En cuanto a su accibn farmacolbgica, 10s glucocor t ico i -  
- d e s  fueron n t i l i z a d o s  en numerosas condiciones c l i n i c a s  que van 
desde e l  sindrome de Addison ( d e f i c i e n c i a  de  gluco y mineralocor- 
t i c o i d e s )  , pasando por d iversos  cuadros in f l amato r ios  hasta c i e r -  
tas leucemias (una d e t a l l a d a  enumeraci6n de  las ap l i cac iones  c l i -  
nicas de 10s glucocor t ico ides  se encuentra d e s c r i p t a  en r e f e r e n c i a  
Todo este complejo cuadro de e f e c t o s  b io lbgicos  y fama 
col6gicos de 10s glucocor t ico ides  crea dudas acerca  d e l  c r i t e r i o  
a e l e g i r  para medir l a  potencla  de una rnolhchla supuestamente glu 
cocor t ico ide  y por ende, dudas acerca  d e l  mhtodo m & s  adecuado pa- 
ra e s t u d i a r  co r re lac iones  estructura-funci6n. Otiviamente seria p~ 
co prbc t i co  determinar todos 10s parlimetros pos ib les  de l a  funcidn 
cor t ico idea .  
El  problema se complica afin mks si se t i e n e n  en cuenta 
las  i d e a s  modernas acerca  de 10s mecanismos de acci6n de nna hor- 
mona e s t e r o i d a l  5. Lo que hasta hace relat ivamente poco fue  cons& 
Tabla I-l: Efectos  de  10s glucocort icoides.  
- Aumento de l a  deposicibn de  gluc6geno en higado. 
- Estimulaei6n de l a  gluconeog6nesis a partir de aminoHeidos 
en higado. 
- Aumento de l a  captacidn hepkt ica  de amino&cidos c i r c u l a n t e s .  
- Induccidn de aminotransf e r a s a s  h e p i t i c a s .  
- Incremento de l a  b i o s i n t e s i s  de p ro te inas  en higado. 
- I n h i b i c i b  de  l a  captacidn de glucosa por las c 6 l u l a s  
perif 6r icas .  
- Disminucidn d e l  aetaboliemo pro te ico  en mdsculo, hueso, 
t e j i d o  l i n f o i d e .  
- Menor l ipogknes is  en e l  t e  j ido adiposo. 
- Estimulaci6n de l a  l i p 6 l i s i s  en e l  t e j i d o  adiposo. 
- Aumento en l a  formaci6n de cuerpos cetbnicos.  
- Incremento de l a  f i l t r a c i b n  glornerular. 
- Aumento de l a  secrec ibn  estomacal (HC1 y ~ e ~ s i n a ) .  
- Estimulacibn d e l  crecimiento y maduracibn d e l  pulmdn f e t a l .  
- Estimulacibn de l a  e r i t r o p o y e s i s  y leucopoyesis. 
- M m i n u c i 6 n  en e l  nfirnero de e o s i d f i l o s ,  b a s 6 f i l o s  y 
l i n f o c i t o s  de  fa sangre. 
- Inhib ic idn  del crecimiento del t e j i d o  l i n f a t i c o  normal 
(tirno, gangl io,  bazo) y patol6gico (l infomas).  
- Disminuci6n de l a  matr iz  6sea (os teoporos is ) .  
- Mayor r e s i s t e n c i a  a1 e s t r i s .  
- Menor re spues ta  inmuni tar ia  (disminucibn de ant icuerpos)  . 
- Inh ib ic idn  de l a  respues ta  a n t i i n f l a m a t o r i a  y a n t i a l 8 r g i c a .  
derado e l  dogma d e l  mecanismo delaccibn de  las hormonas e s t e r o i d a  
l e s  (uni6n a un recep to r  c i t o a d l i c o  especifico----traslocacibn 
a1 nGcleo---eexpresi6n gen6mica---*efecto) e s  cuestionado a c t u a l  
mente, sobre todo en cuanto a la universa l idad  de  l a  mediacibn a 
nbmica. Es as f  como e l  e f e c t o  de muchas mol6culas pequeAas podria  
exp l i ca r se  por  una accibn a n i v e l  de menbrana c e l u l a r .  En esta tg 
sis s e  consider6 l a  posib i l idad  de ambos t i p o s  de mecanismo. 
Finalmente r e s t a  cons iderar  e l  concept0 c u a n t i t a t i v o  de 
npotencia", e l  cua l  en general  s e  ha asociado a "sens ib i l idadn o 
s e a  l a  menor d o s i s  que produce un e f e c t o  de tec table .  En l a  preseg  
t e  t e s i s  s e  considera en forma p a r a l e l a  a1 a n t e r i o r  un nuevo con- 
c e p t ~ ,  correspondiente a "respuesta  m e x i m a  cualquiera  s e a  l a  con- 
centracibn a l a  que g s t a  s e  produceM. Todos e s t o s  concept06 eeran  
anal izados en mayor detalle en e l  capf tu lo  IV de esta tesis. 
Dentro de 10s drganos l i n f d t i c o s  s e n s i b l e 8  a 10s gluco- 
c o r t i c o i d e s  indicados en l a  t a b l a  1-1 (p&g, 6 ) se des taca  e l  ti- 
mo. Esta e s  m a  glhndula b i l o b u l a r  que t i e n d e  a decreaer  con l a  ft 
dad, a pesar de l o  cua l  cumple un papel fundamental en e l  e s t a b l g  
cfmiento d e l  sistema inmune. En e l  timo maduran algunos l i n f o c i t o s  
provenientes de l a  mbdula, t r a n s f  ormiindose en l i n f o c i  t o s  T, respon 
6 s a b l e s  de l a  inmunidad c e l u l a r  . 
Los t imoci tos  presentan l a  v e n t a j a  de su  f h c i l  a i s lamien  
t o  y su s e n s i b l e  respues ta  a 10s glucocor t ico ides  c l8s icos .  Por eg 
tas razones e s  que se e l i g i d  e l  timo como 6rgano blanco. 
Los g lncocor t ico ides  e jercen  d i s t i n t o s  e f e c t o s  sobre  10s 
t imoci tos ,  10s cua les  se resumen en l a  tabla 1-2. Aquf tampoco se 
abre  j u i c i o  acerca  de  su posib le  i n t e r r e l a c i e n .  
7 a I?: Efectos  de 10s glucocor t ico ides  sobre 10s t imoci tos  . 
- Disminucibn de l a  captacibn y t r anspor t8  de glucosa y o t r a s  
hexosas . 
- Disminucidn de l a  incorporacibn de precursores  a h i d o  ribonu- 
c l e i c o  (mN) y Hcido deso l i r r ibonuc le ico  (ADN). 
- Inhib ic ibn  de l a  s i n t e s i s  de  proteinas .  
- Disminuci6n de l a  ac t iv idad  de  Ampolimerasa. 
- Disminucibn d e l  contenido de ATP. 
- Alteracibn d e l  metabolismo de Qcidos grasos.  
- Disminuci6n de l a  v i a b i l i d a d  c e l u l a r  (nhmero de c e l u l a s  v i v a s  
determinado por excluei6n de a z u l  t r iphn) .  
- Aumento de l a  lisis c e l u l a r  (disminucibn d e l  n h e r o  de  c 6 l u l a s  
en te ras ,  v ivas  o muertas) . 
- Disminucibn d e l  peso d e l  timo. 
Dentro de e s t e  amplio espect ro  de e f e c t o s  se e l i g i 6  l a  
3 i nh ib ic i6n  de  l a  i n c o r p o r a c i b  de precursores  ( B-uridina) en P.BN 
y l a  dieminuci6n de l a  v i a b i l i d a d  ce lu la r .  La u t f l i z a c ~ b n  de e e t o s  
p a r b e t r o s  no s i g n l f i c a  que 10s demas e f e c t o s  puedan c o r r e l a c i o n a  
s e  necesariamente en forma l i n e a l  con 10s e l e g i d o s , ' n i  que puedan 
a p l i c a r s e  a e l l o s  10s r e s u l t a d o s  de r e l a c i d n  estructora-funci6n 
obtenidos. 
Exis ten  numerosos t r a b a j o s  publicados acerca de l  mecanla 
mo molecular a t r a v e s  d e l  c u a l  se producen 10s e f e c t o s  glucocort i -  
coides,  t a n t o  en c & l a l a a  normales ( t imoci tos ,  l i n f o c i  tos ,  t e  j ido 
conectivo) como malignas (l infomas, hepatomas, l i n f o c i t o e  leuc6mi- 
c o d  7s8. El mecaniemo de a c c i b  g lucocor t ico ide  considerado en la 
ac tua l idad  como "cl8sico" seri  d i s c u t i d o  en l a  secc ibn  IV.3 (pHg. 
293) donde s e  descr ibe  e l  es tnd io  r e a l i z a d o  acerca del mecanismo 
de  a c c i  b de 1 1p-hidroxi-pregna-1 ,4-dien-3,20-diona (fg) en compg 
rac i6n  con e l  del glncocor t ico ide  n a t u r a l  c o r t i c o s t e r o n a '  (41, e l  
c u a l  e j e r c e  su acci6n a t r a v b s  d e l  mecaniemo clHsico h e r  e s t r u c t g  
ras correspondientes en f igura 1 , p a .  4 1. 
A pesar de todos esos t r a b a j o s ,  t o d a s . l a s  l i n e a s  de in-  
ves t igac ibn  anteriormente mencionadas emplearon una peqnefia v a r i a  
dad de es terofdes .  Los compuestos generalmente a t i l i z a d o s  son 10s 
glucocor t ico ides  n a t u r a l e s  (6) y (8) ( fignra 1, p8g. 4 ) y algunas 
potentes  drogas artificiales como dexametasona (f~) y t r iamcinolp  
na  (18). 
Tambi6n s e  han ansayado e s t e r o i d e s  de menor potencia gly 
c ocor t ico ide  , como por e jemplo 1 Ip-,hidroxiprogesterona (2) y el m i  
"per sew o en conjuncibn con g lacocor t ico ides  (como agon i s t a s  o 
antagonis tas)  ( v e r  por e jemplo r e f  e r e n c i a  9 ) .  
En ninguno de 10s t r a b a j o s  mencionados se r e a l i z d  uha 
corre lac ibn  s i s t em&t ica  e n t r e  las c a r a c t e r i s t i c a s  e s t r u c t u r a l e s  y 
biolbgicas  de  las  m o l ~ c u l a s  g lucocor t ico ideas ,  pese a l a  importag 
c i a  farmacolbgica de obtener e s t e r o i d e s  m & s  po ten tes  y espec$ficos. 
Los primeros i n t e n t o s  en este s e n t i d o  faeron  desarrollil. 
dos por 10s grupos de Hansch g. F u j i t a  y de Free y Wilson ha 
c i a  1964. 
E l  primer grupo i n t e n t 6  co r re lac ionar  la  ac t iv idad  bio- 
16gica con e l  c a r i c t e r  l i p o f l l i c o  d e l  e s t e ro ide .  Coma medida de 
e s t e  Gltimo p a r b e t r o  u t i l i z a r o n  e l  c o e f i c i e n t e  de  p a r t i c i d n  en- 
tre octanol  y agua '*. En cambio Free y Wilson adjudicaron nna 
contr ibuci6n a cada s u s t i t u y e n t e  y a1 esquele to  base,  o b t e n i b d p  
11. se l a  ac t iv idad  ca lculada  por swna de d ichas  contr ibuciones . 
n 
log I /C = p +  Cai xi 
i=1 
siendo: C = concentracibn que produce un determinado efecto.  
f i  = contr ibucibn del esqueleto base. 
ai = e f e c t o  de i6simo sus t i tuyen te .  
Xi = 1 si el s u s t i t u y e n t e  se encuentra presente.  
xi = O si e l  euet i tuyente  no estH presente.  
Es te  filtimo metodo permite c a l c u l a r  l a  a c t i v i d a d  de un 
es t e ro ide  s i n  necesidad de poseer e l  mismo ( so lo  s e  r e q u i e r e  dis -  
poner de 10s p a r h e t r o s p  y ail, mient ras  que e l  a n t e r i o r  requie- 
r e  de cada e s t e r o i d e  para poder determinar s u s  c a r a c t e r f s t i c a s  fi 
sicoqnimicas y, con e l l a s ,  p redec i r  su  ac t iv idad .  
L a  v e n t a j a  d e l  segundo metodo d i scu t ido  se ve superada 
por e l  considerable  e r r o r  d e l  miraao, E l  p r i n c i p a l  or igen d e  Bste,  
proviene de considerar  que e l  e f e c t o  de cada s u s t i t u y e n t e  a s  fndg 
pcndiente de la6 o t r a s  funcio&lidades presentee en e l  e s t e r o i d e ,  
sobresimplificando el problema ya que 10s s u s t i t u y e n t e s  pueden i~ 
t e r a c t u a r  d i r e c t a  o indirectaglente e n t r e  si, a l t e rando  e l  e f e c t o  
ind iv idua l  de 10s mismos, / 
Trabajos m&s r e c i e n t e s  eobre co r re lac t6n  e s t r u c t u r a - a  
t i v i d a d  in ten ta ron  a n a l i z m  l a  primera v a r i a b l e  d e l  problema en 
forma mbs i n t e g r a l .  De a l l f  surg ieron  algunos t r a b a j o s  basados en 
da tos  e s t r u c t u r a l e s  g lobales ,  obtenidos por d i f r acc i6n  de  rayos X, I 
I 
c&lculos  t e b r i c o s  de conformaciones mhs e s t a b l e s  y algunos ejemplos 
a i s l a d o s  que u t i l i z a r o n  l a  resonancia magn6tica nuclear ,  10s cua- I 
l e s  se d i s c u t i r h  someramente en l a  presente  introduccibn. 
Duar y colaboradores 12, tras a n a l i z a r  10s d a t o s  c r i s t a  
1ogrHfioos d e  unos 400 es te ro ides ,  concluyeron que 10s d e t a l l e s  
conformacionales observados e ran  controlados intramolecularmente 
y que l a  i n f l u e n c i a  de las fuerzas  debidas a1 empaquetamlento c r i g  
t a l i n o  eran  despreciables .  
Weeks, Duax y Wolff 13, apasionados i n t e s t i g a d o r e a  de l a  
r e l a c i ~ s t r u c t n r a - a c t i v i d a d ,  es tudiaron  10s pos ib les  f a c t o r e s  e= 
t r u c t u r a l e s  debidos a l a  halogenacibn en posicihn 9d que resul taban 
en un aumento notable  de l a  ac t iv idad  a n t i i n f l a m a t o r i a  d e l  c o r t i s o l  
( 8 ) .  El  a n 5 l i s i s  por d i f r acc ibn  de rayos X d e l  gd- f luorocor t i so l  
(19) i nd ic6  una mayor t o r s i 6 n  d e l  a n i l l o  A de e s t e  e s t e r o i d e  hac ia  
l a  cara d r e spec to  de 8. Esto podria deberse a una i n t e r a c c i b n  
F9d-H10( que produce l a  ro tac ibn  a l o  l a r g o  de l a  unibn C1-C10 y,  
por compensaciBn i n t e r n a ,  altera toda l a  conformacibn d e l  a n i l l o  
A ,  l o  que s e  t raduce en su  f l e x i d n  hac ia  l a  ca ra  d d e l  e s t e r o i d e  
(figura 2). 
Los au to res  asociaron e s t e  hecho con l a  f l ex i6n  del an& 
110 A hacia  l a  c a r a  d d e l  e s t e r o i d e  en presencia  de ur, doble en la  -
c e  1 ,2  l a  cua l  tambien produce un notable  aumento en e l  e f e c t o  an 
13 t i i n f l a m a t o r i o  de 8 . 
Fipura 2: E f e c t o  de l a  introduccidn de un 9d-f16or en l a  conform2 
ci6n d e l  c o r t i s o l  (8). 
a6s probable, por optimizacibn de l a  e s t r u c t u r a  de manor energia ,  
a1 caso de 10s e s t e r o i d e s  j6 ,17. Finalmente 10s au to res  d i s c u t i e -  
r o n  como s e  ve ia  afec tada  l a  conformaci6n e s t e r o i d a l  (curvatura  de 
i En cambio l a  fancional izaci6n en posici6n 6d con un &tp 
mo de f l t ior ,  produce una menor f l ex ibn  d e l  a n i l l o  A y, concolaitag 
- 
temente, 6010 aumenta levemente la  a c t i r i d a d  an t i in f l amato r i a .  Eg 
tas a l t e r a c i o n e s  no a fec tan  l a  conformaci6n de l a  cadena l a t e r a l .  
Por l o  t a n t o  e l  aumento en l a  ac t iv idad  a n t i i n f l a m a t o r i a  
estaria relacionado con l a  curvatura d e l  e s t e ro ide .  
Lamentabl mente este t r a b a j o  u t i l i z d  como parametro b ip  f 
16gico l a  acci6n an t i in f l amato r i a ,  l a  c u a l  no r e s u l t a  e l  m i s  con- 
veniente  debido a que contribnyen a l a  m i s m a  v a r i o s  procesos, no 
totalmente estudiados.  
Existen,  a d e d e ,  r e se rvas  ( v e r  m & s  adelante)  sobre  l a  p 
t i l i z a c i b n  de d a t o s  conformacionales obtenidos por d i f r acc f6n  de  
rayos X, ya que las fue rzas  in termoleculares  en e l  c r i s t a l  no se- 
14 rian desprec iables  . 
Schmit y Rousseau presentaron en una s e r i e  de  pub l i cac ip  
n e s  una discusi6n acerca  de 10s requerimientos para un e s t u d i o  so- 
bre cor re lac i6n  est tuctura-actfvidad.  Primero indicaron  l a  necesi-  
I 
dad de poseer d a t o s  acerca  de l a  ac t iv idad  b io ldg ica  de una s e r i e  
de es te ro ides ,  l o  mbs amplia posib le  15. LOG a u t o r e s  t r aba ja ron  
con c u l t i v o s  de c6lulas de hepatoma de rata, determinando t a n t o  l a  
a f in idad  de 10s e s t e r o i d e s  par  e l  r ecep to r  de g lucocor t ico ides ,  cg  
mo l a  indncci6n de l a  enzima t i r o s i n a  aminotransferasa.  
En t r a b a j o s  pos te r io res ,  Schmit y Rousseau demostraron 
l a  f a c t i b i l i d a d  de a p l i c a r  e l  c&lculo t e b r i c o  de l a  conformacibn 
I 10s a n i l l o s  A y D, t o r s i b  del ee te ro ide ,  conformacibn de l a  c a b  
na lateral) por l a  presencia  de d i s t i n t a s  combinaciones de s n s t i -  
tuy en tes  14,18 , a 4 i f e r e n c i a  de Free y wllson que consideraron 10s 
11 su s t i t uyen t e s  i n d i  idualmente . 
La curvadura d e l  es te ro ide ,  asi como su tore ibn ,  a e  pra 
sentan  como p a r h e  roe  a t r a c t i v o s  de comparaci6n con l a  ac t iv idad  i 
biolbgica  corresp  
c i a 1  r e l a t i v a  de pos ca r ac t  e r i s t i c o s  ( por e jemplo 10s carboni- 
10s de posicionea y.20  del eetero lde) .  Schmit y Rouesean propu- 
s i e r o n  tambien co 
e l  volumen e s t e ro  1, de importancia sl se t i e n e  en cnenta l a  pg 
s i b i l i d a d  de fue  hidrofgbicas entre l a  hormoaa y el recep to r ,  
y el t amdo  limi del s i t i o  receptor  14.18. 
ente ,  e l  t r aba jo  de e s t o s  inves t igadores  cu;L 
o a corre lac ionar  las ac t iv idades  b io lbgicae  
&metros e s t r u c t u r a l e s  calculados.  
las d i f e r enc i a s  observadas en v a r i o s  casos 
s calculadas  y aqaellas detenalnadas por d& 
pacialmente en l a  conformacib  d e l  a n i l l o  A 
fue rzas  intermoleculares ,  dada l a  cercanfa 
19*20 en la m i s a s  Lpoea de 10s trg 
deraron de suma importancia e l  &ea 
e l  a n i l l o  A. La af in idad  por e l  r2 
ec to  pos t e r i o r  en e l  metabolismo de 
toma de rata con que t r aba ja ron)  se 
positiva o negat iva,  por la  presep 
I c i a  de grupos p o l a r  s en d i s t i n t a s  posiciones d e l  e s t e r o i d e ,  y por 
e l  taaaiio d e l  $ u s t i  uyente sobre  Cg. Ademhs indicaron  que l a  pre- 
I senc ia  de grupos c bonilos en la8 posiciones 3 y 20 serian impreg i 
cindib les .  Es te  hec o est& de acuerdo con t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  por 
e l  miemo wolff  21 e 1966, donde se reernplazaron l o a  ca rbon i los  
bpor grupos mett leno o gem-ciclopropano en l a  mol6cala de l  c o r t i s o l  
La ecuacibn propuesta  por ~ o l i i  7 colaboradores '9 para  
e l  c6lculo  de l a  co s t a h t e  de d i soc iac i4n  de l  complejo homona-rg b 
cep to r  (KD) e s  l a  s guiente:  I 
Log KD = - 0,022 ( ) - 0,59 ( P f  + 1,50 ( i n c l )  + 6,10 (X)  - 632 4
O 2  donde (AS) es e l  H ea s u a e r f i c i a l  (ex~resado en A 1. 
(P) i n t e r a c c  bn de grupos po la res  con el. receptor :  
+ l  para 11/3 6 21-hidroxlesteroides.  
-1 par  i 1 Go(, 16/3 6 1%-hidroxf e s t e ro ides .  -2 par 1 1-cetoderivados (doble accibn negat iva por aL ter i b n  conf ormacional y polar idad no deseada) . 
( i n c l )  conformacibn d e l  a n i l l o  A (expresado por l a  distan- 
0 
c i a  -3-Cl7 en A ) -  
(X) l i m i t a c  6n de tamafio d e l  s u s t i t u y e n t  en C9. 
'7 
Raynaud colaboradores  22 detarminaron l a  a f in idad  de 1 
m H s  de 100 e s t e r o i d e s  por 10s r ecep to res  de estrbgenos,  p r o g e s t b  
a i n e r a l o c o r t i c o i d e s  y glucocort icoides.  
grupos: 
Es tos  i n v  s s t igadores  d iv id ie ron  10s s u s t i t u y e n t e s  en dos 
- Grupos funcionale  en cuya ausencia  no se produce uni6n a1 r eceg  1" 
t o r  o s o l o  s e . p r o i u c e  uni4n en proporci6n limitada. 
- Grupos 10s cua les  so lo  inf luyen en la habi l idad  de 
i n t e r a c t u a r  con e l  r ecep to r  creando un entox  
Destacaro la importancia de un es tud io  t r id imensional  
ace rca  de l a  forma tamafio, d e l  e s t e r o i d e  y de l a  acces ib l l idad  de 
10s grupos funciona es esenciales .  i 
de  l a  mol6cula del  9A-fluorocortisol (19) de- 
troducci6n de un doble enlace 1,2 mantiene o 
aumenta l a  uni6n a1 receptor ,  mientras  que l a  eliminaci6n d e l  hi- 
droxilo-21 produce 1 e f e c t o  cont rar io .  Un meti lo  en posicibn 16 
( d o f i  ) produce may r unidn a1 r ecep to r  mient ras  que si e l  s u s t i t g  
yente  es un h id rox i  
Pese a1 ap ta l l ado  es tud io  rea l i zado  en cuanto a l a  in-  
f luenc ia  de d i s t i n t  8 s u s t i t u y e n t e s ,  Raynaud y colaboradores 22 
no l l ega ron  a ningu a conclusi6n g lobal  acerca  de c u a l  es l a  cau- b 
sa de las a l t e r a c i o  e s  en l a  u d 6 n  a1 receptor .  
aynaud indicd  con pos ter ior idad  23 l a  extrema 
da r i g i d e a  asignada a 10s e s t e r o i d e s  en 10s t r a b a j o s  a n t e r i o r e s  
donde l a  conformaci n e s t e r o i d a l  (obtenida p0.r minimizacibn de e- 
nerg ia  i n t e r n a  o po d i f racc i6n  de rayos x) se tomaba como tal s i n  r 
considerar  l a  pos i l i d a d  de movilidad, en  mayor o menor medida, 
de d i e t i n t a s  regiodes  d e l  es te ro ide .  
Raynaud noevamente anali.6 l a  unidn a d i s t i a t o s  r e c e a  
t o r e s  (estrbgenos,  andrhgenos, n ine ra locor t i co ides  y g l u c o c o r t i c o ~  
d e s )  determinando que l a  introducci6n de insa tu rac iones  en p o s i c i p  
4 nes  9 y 11 de 4 -3-ceto-19-nor-esteroides favorecen l a  a f in idad  
por  todos 10s r e c e ~ t o r e s  ( sa lvo  e l  de  estr6genos a1 cua l  no se u- 
nen ninguno de 10s e s t e r o f d e s  anal izados) ,  dieminuyendo por l o  
t o  l a  especi f ic idad  de  10s compuestos. Es to  e s t a r i a  relacionado 
con l a  mayor f l e x i h i l i d a d  que las l n sa tu rac iones  mencionadas le 
confieren a1 esquel e t o  e s t e r o i d a l  , permitiendo su adaptacibn a1 
receptor.  
La energia  requer ida  para dfcha d i s t o r s i b  s e r f a  suminia 
trada por l a  m i s m a  uni6n a1 receptor .  En n i n d n  momento s e  mencip 
n6 algo  acerca  del e f e c t o  p o s t e r i o r  producido por l a  unibn, es d a  
c i r ,  si 10s e s t e r o i d e s  anal lsad08 eran e f e c t o r e s ,  agon i s t a s  0 an- 
tagonis tas .  -. 
La resona.ncia magnbtica nuclear  tambie'n fue empleada, 
aunque en menor prc~porcibn, en l a  obtencibn de d a t o s  e s t r u c t u r a l e s  
para su p o s t e r i o r  co r re lac idn  con l a  ac t iv idad  glucocort icoide.  
Giannini y colaboradores 24 r e a l i z a r o n  un es tud io  confog 
macional-electr6nito por resonancla magnhtica nuclear de I3c de dg 
r ivados  d e l  c o r t i s c ~ l  (8 )  s u s t i t u i d o s  en posicibn go(, compar6ndolo 
con t r a b a j o s  an te r imores  d e  d i f r a c c i b  de  rayos  X l 3  y c&lculos  tea 
r i c o s  25. Lamentabl.emente e s t o s  e s tud ios  se baearon en t e o r i a s  a- 
e e r s a  d e l  desplazaniiento quirnico ya  superadas 26 donde e l  e f e c t o  
r s e  aeignaba a una i n t e r a c c i b  1,3-diaxial  e n t r e  e l  hidrdgeno d e l  
carbono observado y e l  s u s t i t u y e n t e  ubicado sobre  e l  carbono /3 reg 
pecto d e l  a n t e r i o r ,  
Segdn e s t a  t e o r i a  l a  ubicacibn de  un s u s t i t u y e n t e  en C9 
a f e c t a r f a  e l  desplazamiento qulmico de 10s carbonos 1 , 7, 12 y 14 
( todos  presentan un hidrdgeno axial hacia l a  c a r a  dl, en mayor p r ~  
p o r c i h  cuanto mayor s e a  e l  grupo introducido.  Sin  embargo Giannini 
y colaboradores observaron un mayor e f e c t o  en e l  caso d e l  9d-flu2 
r o c o r t i s o l  ( 1 ~ )  que en e l  gbbromo derivado. Los a u t o r e s  no pudia 
r o n  exp l i ca r  estas anomalias, destacando l o  inadecuada que r e s u l t 6  
l a  t e o r i a  u t i l i z a d a .  Por l o  t a n t o  tampoco pudieron i n f e r i r  concla  
s iones  e s t r u c t n r a l e s  n i  su importancia en l a  accibn biol6gica.  
En cambia Genard 27, t rabajando con de r i r ados  d t l  9d-f lup 
r o c o r t i s o l  (191, s u g i r i 6  que l a  presencia  de l  f u e r t e  dip010 C9-F 
rnodificaria l a  polar izac i6n  de las uniones C-H axial en C1,  C7, 
C 1 2  y C14. Mchos cambios (adeahs de  a f e c t a r  e l  deaplazamiento q d  
mico de  10s carbonos) podrian ser 10s causantes  de l a  perturbacibn 
de las d 6 b i l e s  in te racc iones  e n t r e  e l  e s t e r o f d e  y e l  r ecep to r ,  a- 
fectando l a  af in idad ,  
Sin  embargo las  modificaciones en e l  desplazamiento qui  
mico observadas admiten o t r a  expl icaci6n a l a  l u z  de  la  t e o r i a  m~ 
derna d e l  desplazamiento quimico 28. En eae caso e l  e f e c t o  obser- 
vado se deber ia ,  en p a r t e ,  a l a  desaparicidn de una i n t e r a c c i 6 n  
H a  1 ,J-diaxial  y no a l a  apar ic idn  de una i n t e r a c c i d n  H-X 1 ,j- 
d i a x i a l ,  siendo entonces Independiente de  X. Adem& s e  p roduc i r l a  
ua pequefio e f e c t o  induct ivo.  Por l o  t a n t o  e l  e f e c t o  induct ivo  se- 
ria menor que e l  indicado por Genard. Es mbs, cua lquier  f a c t o r  que 
\ 
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alterma la confornaci6n a s t e r o i d a l  g alterara l a  coplanaridad de 
10s s is temas  H-a 1,3-diaxial ,  tambien modif icar ia  e l  desplazamiep 
t o  quimico. Es d e c i r  que 10s corr imientos observados pueden eer ig 
d i c a t i v o s  de a l t e r a c i o n e s  conformacionales y no de  a l t e r a c i o n e s  de 
l a  polar izac ibn  de  unfones H-C (para una d e t a l l a d a  descr ipc ibn  de 
l a  t e o r i a  moderna d e l  desplazamiento quimico v e r  c a p i t u l o  111, p k .  
198). 
Como s e  desprende de la presente  d iscus ibn ,  el panorama 
ace rca  de la r e l a c i b n  es t ruc tura-ac t lv idad  g lucocor t ico ide  d i s t a  
mucho de ser c l a r o  y concluyente. 
La presente  tesis i n t e n t a  a p o r t a r  un grano de arena  m i 6  
a1 conocimiento de 10s requerimientos e s t r u c t u r a l e s  para  l a  acci6n 
glucocort icofde.  
Como mhtodo de "observacibn" de l a  e s t r a c t u r a  e s t e r o i d a l  
se e l i g i d  l a  resonancia  magnhtica nuclear  de 1 3 ~ .  Enta preslenta c p  
mo ven ta ja  que apor ta  informacibn acerca  d e l  e s t e r o i d e  en so luc ibn ,  
ee decir, en condiciones m i s  aproximadas a l a s  d e l  b b i t o  de i n t a  
racc ibn  es tero ide- receptor  que l a  d i f r a c c i b  de  rayos  X ( e s t ado  
sb l ido)  o l a  minimizacibn de energia f n t e r n a  (mol6culas l i b r e s  de  
interacciones in termoleculares)  . 
En cnanto a l a  ac t io idad  g lacocar t i co ide  s e  e l i g i b  como 
6rgano blanco, como se mencionara anteriormente,  e l  timo, a n a l i z k  
dose l a  i n h i b i c i b n  en la incorporacidn de 3 ~ - u r i d i n a  a ARN y l a  
disminuci6n de la v i a b i l i d a d  celular. 
Para l o g r a r  el ob je t ivo  planteado fne necesar ia  l a  shtg 
sis de derivados e s t e r o i d a l e s ,  s u  a n a i s i s  e s t r u c t u r a l  por reson- 
c i a  magnetics nuclear  y l a  detenninaci6n de  l a  ac t iv idad  biolbgica.  
Se sintet izaron adem& otros  esteroides  modelo qne facL 
l i taron l a  interpretacibn de 10s resnltados obtenidos. 
Finalnente, l a  posesi6n de diversas series de esteroides,  
permitieron llevar a cab0 estudios comparativoe de w s  caracteris- 
t icas  espectrosc6picas (espectrometria de masa, resonancia magnet& 





SINTESIS DE PREGNANESTEROIDES 
GENERALIDADES : 
Para el estadio de la relacidn entre estructura esteroi 
dal y actividad glucocorticoide, se decidi.6, como se mencionara 
anteriormente, analizar el efecto en la accibn glucocorticoide de 
10s hidroxilos l l ~ ,  176 y 21 sobre el esqueleto esteroidal correa 
pondiente a gregrr4-en-3,20-diona (11, y la modificacibn de dicha 
accibn debida a la introduccibn de un doble enlace en posicidn 1,2 
1 ( A  ) de dichos compuestos (ver estructuras en la figura I ,  pb. 4). 
4 Originalmente se disponia de todos losA -3-cetoesteroi 
des de la serie. Sin embargo luego, a falta de algunos de ellos. 
se decidib sintetizarlos, por razones de tiempo (demoras en las 
importaciones) y econbmicas (tabla 11-1 , p8g. 27) 29. 
Es asi que se sintetizaron 11p-hidroxiprogesterona ( 1 1 ,  
11-desoxicorticosterona (41, El-desoxicortisol (2)  y cortexolona 
(2) a partir de corticosterona (41, progesterona (11, cortisol (8) 
. - 
y 1 ?&hi droxiprogesterona (2)  respectivamente. Estos cuatro este - 
roides sintetizados se obtuvieron por dos tip06 de reaccione6,am- 
bas relacionadas con la posici6n 21 de 10s miamos, 
Se encuentra descripta en literatura la sintesis de lo6 
21-hidroxiasteroides k3* y 2 31 a partir de 1 y 3 respectivamente, 
mediante la reaccibn de iodacidn de Stork en C21 32. La reaceibn, 
r ea l i zada  a baja temperatnra (10OC) en combinacibn con l a  base d& 
b i l  e l eg ida  (CaO), permite i n t r o d u c i r  un s o l o  &torno de iodo en e l  
metilo-21 de l a  cadena l a t e r a l  d e l  es te ro ide .  
Para e l  eegundo paso de la reaccidn (tr;aaeformaci&n de 
l a  o(-iodocetona en e l  a(-acetato correspondiente) e x i s t e n  d i s t i n t a s  
t ecn icas  c o n s i s t e n t e s  en l a  disoluc idn  d e l  e s t e r o i d e  en acetona y 
t ra tamiento con d i s t i n t o s  a c e t a t o s  en d i s t i n t a s  condiciones,  como 
por ejemplo a c e t a t o  de po tas io  o de sodio 33, a c a t a t o  de potasio/  
Finalmente para l a  hidr6l i s i . s  de 10s 21-acetatos 60 eli 
g ie ron  las condiciones bes icas  ernamente cont ro ladas  (NaOH en me- 
tanol/agua 5' ba jo a t m b f e r a  de ni t rbgeno a temperatura ambiente) , 
En e l  caso de l a  s f n t e s i s  de 10s 21-desoxiesteroides se 
1 encuentra d e s c r i p t a  en l i t e r a t u r a  la  formacibn de b, -21-desoxicorti  
s o l  (u) a p a r t i r  de ~ ' ~ o o r t i s o l  (fi) 34 ( v e r  es t r t rc turas  en l a  
f i g u r a  1,  p&. 4). Para e l l o  se t r ans f  o m 6  e l  21 -h idroxies tero ide  
en e l  rnesilato correspondiente,  mejor grupo s a l i e n t e ,  e l  c u a l  fue  
reemplazado por un &totno de iodo por t ra tamiento  con INa en e tano l ,  
Finalmente e l  21-iododerivado fue hidrogenado (Pd como c a t a l i z a d o r  
Otros inves t igadores  35 r e a l t z a r o n  l a  el iminacidn d e l  
grupo 21-mesit i lo en e s t e r o i d e s  17-ester i f icados,  por t ra tamiento  
con INa en Qcido ace t ico .  
RESULTADOS Y DISCUSION: 
La iodac ibn  de  S t o r k  de  progesterona (1) y s u  174-hidrq 
x ide r ivado  (2 )  produjo 10s 21-iodoesteroides  20 y 21 c o r r e s p o n d i e ~  
t e e  ( f i y r a  3 ) .  Dada l a  poca e s t a b i l i d a d  de  las  a- iodocetonas  f o x  
madas fue  necesa r io  r e a l i z a r  e l  a i s l amien to  y t ransformacibn de 
las mismas en e l  menor tiempo pos ib le .  
Pa ra  a g i l i z a r  l a  a i s l a c i b n  s e  reemplazb e l  metodo n t i l i  
32 a d o p t h d g  zado por S t o r k  ( v o l c a r  en Na2S203, filtrar Y , 
s e  l a  t 6 c n i c a  d e s c r i p t a  por Rothman y colaboradores  ( d i l u i r  con & 
t e r ,  l a v a r  con so luc i6n  acuosa de  INa, s e c a r  con MgSO anhidro  y 4 
evaporzr  e l  so lven te )  porque s e  obtuvo as$ e l  e s t e r o i d e  ya seco ,  
mien t ras  que en e l  primer caso s e  debfa  e l i m i n a r  el aaua,  l o  cua l  
s o l o  s e r f a  v i a b l e  por d i so luc ibn  en un s o l v e n t e  adecuado, p o s t e r i o r  
secado con algfin desecan te  . . y evaporacibn d e l  so lven te .  No e s  posi- 
b l e  e l imina r  e l  agua u t i l i z a n d o  vac io ,  pues en e s a s  condic iones  s e  
favorece  l a  descomposicibn d e l  i odoes t e ro ide  debido a la v o l a t i l i -  
zaci6n d e l  I2 l i be rado .  
Para l a  t ransformacibn de las  d-iodocetonas  er, 10s ace- 
t a t o s  cor respondien tes  se  e l i g i 6  la t gcn ica  que u t i l i z a  como reac 
t i v o  Acido z c 8 t i c o / t r i e t i l a m i n a  31 ya gue e s t a  r eacc ibn  que tra- 
c u r r e  en f a s e  homoggnea, r e q u i e r e  menos tiempo (45' '  f r e n t e  a 4-16 
hsf, de suma i c p o r t a n c i a  t raba jando  con compuestos de f H c i l  descog 
Cuando se  p a r t i b  de 174-hidroxiprogeaterona ( 2 )  s e  o b t p  
caal fue h idro l izado en medio b&sico en condiciones muy c o n t r o u  
das 33, como se i nd ica ra  anteriormente,  debido a l a  l n e s t a b i l i d a d  
d e l  s is tema 17~4,21-dihidroxi-20-ceto t a n t o  en medio b6sico 36 co- 
En cambio e l  producto d e l  calentamiento a r e f l u j o  de 21- 
iodoprogesterona (a) con l c i d o  ac6 t i co / t r i e t i l amina  en acetona,  
no pudo s e r  h idro l izado en las condiciones an te r io res .  S in  embar- 
go, cuando dicho producto s e  proces6 segdn la t e c n i c a  o r i g i n a l  de 
Stork  32 (calentamiento a r e f l u j o  con NaHSO en metanol/agna) l a  3 
h i d r b l i s i s  p o s t e r i o r  s e  iogrd  faci lmente,  obteniendose e l  producto 
esperado 4. S e d n  Stork  y colaboradores 32 e s t e  procddimiento s a  
r ea l i zaba  simplemente para el iminar  e l  Ig que ae libsra durante  l a  
s u s t i t u c i h  por ace ta to .  S i n  embargo, l a  accidn de l  NaHS03 en e s t e  
paso de s i n t e s i s  i r i a  m & s  a l l& de simplemente eso  dado que a n t e s  
de e se  paso e l  e s t e r o i d e  no pudo s e r  h id ro l i zado  mient ras  que defi 
pnes d e l  mismo ei. 
Otro hecho i n t e r e s a n t e  observado sobre esta secuencia de 
reacciones fue que cuando s e  i n t e n t 6  s i n t e t i z a r  21-hidroxi-5abpreg 
nan-20-ona (a) a p a r t i r  de 5d-pregnan-20-ona (a) en i g u a l e s  con- 
d ic iones  de s i n t e s i s  que en l a  obtencibn de 11-deaoxicorticostero- 
I na (4) a partir de progesterone (I), s e  recuper6 cuant i ta t ivamente 
e l  es te ro ide  de p a r t i d a  en forma i n t a c t a .  Es te  hecho, sobre e l  cual 
no s e  profundizd mayormente , s u g e r i r i a  c i e r t a  i n f  luenc ia  d e l  sista 
4 ma A -3-ceto en e l  d e s a r r o l l o  de l a  reaccibn. En genera l  la  reac- 
c i6n de Stork  fue  r e a l i z a d a  sobre e s t e r o i d e s  que posefan e s o s  sufi 





a : S i n t e s i s  de  21-h idroxies te ro ides  a p a r t i r  de 10s 21-desp 
xicompuestos correspondientes .  1: 
caso  de  3~,6c(-dihidroxi-5/%pregnan-20-ona ( 1  obteniendo una cug 
va polarogrdf ica  similar a l a  d e  progesterona (1) duran te  l a  i o d a  
c ibn ,  per0 con un rendimiento final d e l  21-aceta to  bas t an t e  bajo  
(17 1 f r e n t e  al 55 % dc rendimiento qne  s e  obtuvo en e l  caso  de  1). 
Los resultados obten idos  en las r eacc iones  de  21-hidpox& 
l a c i 6 n  se  resumen en l a  tabla 11-1  fig. 27). 
Para l a  obtencidn de 1 l&hidroxiprogesterona (2 )  y su 
17d-hidroxiderivado (5) a partir de c o r t i c o s t  erona (6) y c o r t i s o l  
(8) respectivamente,  se prepararon 10s E l - m e s i t i l  der ivados co r reg  
pondientes a y a ( f i g u r a  4) con c lo ru ro  de metanosulfonilo en ph 
r i d i n a  a O°C 33. De es te  mod0 l a  rsecc idn  procedi6 en forma espe- 
c i f i c a  para el h i d r o x i l o  primario,  s i n  que s e  a fec ta ran  10s h i d r p  
x i los  t e r c i a r i o s  ( 17 CA en 8)  o secundarios ( 1 1/3 en 6 y 8) .  
Para e l  segundo paso de l a  r e a c c i b  (el iminacibn d e l  m g  
35 s i l a t o )  se e l i g i d  e l  desplazamiento con INa en i c i d o  a c e t i c 0  . 
Con l a  t e c n i c a  usada se e v i t 6  t r a b a j a r  con 21-iododerivados, de pg 
ca  e s t a b i l i d a d ,  y no fue  necesar ia  l a  hidrogenacibn, l a  c u a l  exige I 
un cuidadoso c o n t r o l  (consumo de dos mole6 de hidrbgeno) para  evi- 
tar l a  reducci6tl d e l  sistema h4-3-ceto. 
CH SO C 1  piridina 
2\ 
Finura 4: S i n t e s i s  de 21-desoxiesteroides a part ir  de 10s 2 1 - h i d r ~  
xiderivados . . correspondientes. 
Tabla 11-1: S f n t e s i s  de 21-hidroxi y 21-desoxiesteroides,  
- 
1 
M. prima Reaccidn Product o Rend .% (a) Costos (b)  
1 - hidroxilacidn 4 55 % i 6,20/3,00 
f hidroxilacibn 2 57 % 6,25/3,65 
4 deshidroxilacibn - 2 84 % -. 375119 
& deshidroxilacidn 5 71 % 240/4,90 
(a )  Producto luego de puri f icar .  
(b) cos to  Be1 producto/costo de l a  materia prima 29 
GENERAL1 DADES : 
Lcs A'-esteroides necesar ios  para 10s e s t u d i o s  e s t r u c t g  
rales y de ac t iv idad  g lucocor t ico ide  debieron s e r  s i n t e t i z a d o s ,  
1 
s a l v o  en e l  caso de A - c o r t i s o l  (XI, product0 comercial  conocido 
como prednisolona ( v e r  e s t r u c  t u r a s  correspondientes  en l a  f igura  1 , 
p5g. 4). 
La p r i n c i p a l  fuentc  de A'-esteroides presente  en literg 
t u r a  es l a  preparacibn de 10s mismos por deshidrogenaci6n mediante 
e l  uso de microorganisrnos ( por e jemplo Oliecladium roseum, Helmin- 
t hoe~or ium turcicum, Ophiobolus h e t h r o s t r o w s  38), en forma especi  
- 
f i c a  y s i n  necesidad de proteger  o t r o s  grupo6 funcionales ,  Sin e& 
bargo dada l a  i n f r a e s t r u c t u r a  y p r k t i c a  requerida para emplear eg 
t a  t6cnica y dado que se disponfa de 2,3-diciano-5,6-dfcloro-benzp 
quinona (Dw) 39,  un r e a c t i v o  de deshidrogenacidn 1 ,2  de  mu7 buena 
1 
se lec t iv idad ,  s e  dec id ib  preparar  10s A - e s t e ro ides  por mbtodos 
q uimicos. 
Para l a  s i n t e s i s  . d e  pregna-1,4-df &n-3,20-diona~ con y s i n  
h id rox i los  en posiciones lip, 170( y 21 s e  s i g u i 6  como e s t r a t e g i a  
b5sica l a  s i g n i e n t e  secuencia esquemstica: 
Oxidacibn --- 
-e s te ro ide  Proteccidn Desprotecci6n 
La introduccihn de un doble enlace  por sus t racc ibn  de  
un h idruro  y eliminacibn de un protbn cons t i tuye  l a  reaccf6n m & s  
importante de la  DDQ, principalmente l a  deshidrogenaci6n de ceto- 
n a s  e s t e r a i d a l e s  dada l a  i n t e r e s a n t e  modificacibn de la a c t i v i d a d  
b io ldg ica  debido a e s a  funcional izaci6n 22 y a l a  o t i l i d a d  s in t6 -  
t i c a  de 10s deshidrocompuestos formadas. 
En e l  caso de  b4-3-cetoesteroides l a  v e r s a t i l i d a d  d e l  
1 r e a c t i v o  permite l a  deshidrogenacl6n en e l  -110 A (dando e l  (1 - 
6 derivado) 6 a n i l l o  B (A -an&logo) dependiendo de las condiciones 
empleadas 39. La r e a c c i h  procederia  a t r a r h s  de:nn en01 a1 cua l  
se l e  s n s t r a e r i a  un hidrbgeno a l i l i c o ,  concluyendo con e l  reorde- 
namiento y desprotonacibn para  da r  l a  cetona d i insa turada .  
4 En e l  caso de l o s A  -3-cetoesteroldes l o 8  e n ~ l e s  posi- 
b l e a  son dos: A2*4-3-hidroxi (a) y b3 5-3-hidroxiestereides ( 1 ~ )  
( f i g u r a  51, siendo e l  2,4-dienol e l  formado por c o n t r o l  c i n e t i c o  
en ausencia  de ca ta l i zadores ,  mientras  que e l  3,5-dienol es e l  tey 
modinhicamente m i s  e s t a b l e  , f orm&ndose rapidamente en presencia  
de c a t a l i z a d o r e s  (por  ejemplo Qcidoa fue r t e s ) .  En atmencia de c a t a  
l i z a d o r e s  l a  velocidad de enol izacidn es menor que l a  de sus t rac*  
ei6n d e l  h idruro  y por l o  t a n t o  e l  en01 es captado imedia tamente  
s i n  pos ib i l idad  de equ i l ib rac ibn  hac ia  e l  compuesto t e r rnod inh iea  
1 mente m&s e s t a b l e ,  dando e l  A -derlvado (XI. En presencia  de &c;f, 
do l a  e s t a b i l i z a c i 6 n  se 'hace mucho m 8 s  repIda  y por l o  t a n t o  l a  
sus t racc i6n  d e l  hidruro  s e  produce predominantemente sobre  e l  en01 
6 termodinhicamente m & s  e s t a b l e ,  obteni6ndose e l  A -derivado (12). 
fi: Esquena de l a  r e a c c i h  general  e n t r e  DDQ y A4-3-cetoesta 
roides.  
Dado que s a  deseaba e i n t e t i e a r  A' 14-3-cato e s t e r o i d e s  sa 
r e a l i z a r o n  las reacciones en ausencia  de c a t a l i z a d o r e s  de enol iea-  
ci6n, Se u t i l i z 6  como solvente  e l  benceno, t r a b a j h d o s e  en condis 
c iones  anhidras ,  ya que e l  agua favorece l a  enol izac i6n  y reduce 
l a  especi f ic idad .  E l  benceno t i e n e  como v e n t a j a  a d i c i o n a l  sobre e l  
dioxano (ampliamente u t i l i z a d o )  su  menor punto de e b u l l i c i 6 n ,  au- 
mentando l a  especi f ic idad  de l a  reacci6n, 
La necesidad de u t i l i z a r  p ro tec to res ,  presentada en l a  
secuencia esquemAtica d e  s i n t e s i s ,  depende de l a  existencia e n  l a  
mol&cula de grupos funcionales  s e n s i b l e s  a l a  DDQ en  las condicig 
nes  de t r a b a j o ,  
En las condiciones suaves de reaccibn con DDQ s o l o  suf ren  
reacc iones  de oxidacfbn aque l los  h i d r o x i l o s  que se encuentran en 
posic ioass  al i l i cas  40 6 d-cetbnicas. For e s t a  raabn, un h id rox i lo  
en posici&n l1/3 no s e  a f e c t a r i a  por l a  DDQ en las condiciones de 
t raba jo .  Tampoco s e  a f e c t a r i a  un h i d r o x i l o  en posicibn 17d, a pe- 
s a r  de encontrarse en posici6n d a una cetona, dado que su oxida- 
c i6n  r e q u e r i r f a  l a  rup tu ra  de l a  cadena l a t e r a l  40941. En cambio 
un h id rox i lo  en posicibn 21 presenta  todas las  c a r a c t e r i s t i c a s  e& 
t r u c t o r a l e s  i n d i c a t i v a s  de su r eac t iv idad  f r e n t e  a l a  DDQ (en p o s i  
. . 
cidn  e c e t b n i c a  y sucep t ib le  de ser transformado faci lmente en un 
grupo aldehido)  por l o  cual  s e r i a  aconsejable  su proteccibn. 
Por l o  t a n t o  10s es te ro fdes  s i n t e t i z a d o s  pueden d i v i d i r  
s e  en dos grupos: 
- Aquellos que no r e q u e r i r i a n  l a  protecci6n de grupos funcionales  
y que por l o  t a n t o  podrlan s e r  s i n t e t i z a d o s  par  oxidacibn dires 
ta con DDQ d e l  1 ,2-dihidroesteroide correspondiente.  En e s t e  gra 
po se ubican todos 10s 21-desoxlesteroides. 
- Aquellos que,  previo a l a  oxidaci6n con DDQ deberfa  procederse 
a l a  protecci6n del grupo sens ib le  (hidroxilo-211, c o m p l e t h d ~  
se l a  secuencia de s i n t e s i s  con l a  eliminacibn d e l  grupo p r o t e s  
tor. 
- 21-desoxiesteroidea: Corresponden a e s t e  grupo pregna-1,4-dien- 
j,Z!O-diona (3) y sus  derivados llp y 17d hidroxi lados  u, U y 
(ver  e s t r u c t u r a s  correspondientes  en f i g u r a  1 , pa$. 41, 
La s f n t e s i s  de (9) a p a r t i r  de progesterona (1) con Dw 
en  benceno anhidro ya hsbia s i d o  d e s c r i p t a  42. Tambien s e  realizi3 
l a  oxidacibn en presencia  de p-ni t rofenol  como c a t a l i z a d o r  dcido 
d k b i l  42. En estas filtirnas condiciones s e  s i n t e t i z 6  tarnbien e l  17- 
h i d r o d d e r i v a d a  (1~) 43. Existe tambi6n corno antecedente en l i t e r s  
t u r a  l a  preparacibn d e l  17d-hfdroxiesteroide a p a r t i r  de 17d-hidrg 
xiprogesterona (5)  u t i l i z a n d o  dioxano como so lven te  44. En este ca  
s o  10s au to res  indicaron  que e l  espect ro  de UV presentaba un AmHx 
244 mp con un hombro a 295 nya debido posiblemente a l a  presencia  
d e l  A' s6-derivado. I1 
En e l  caso .de 1 113 -hidroxi-pregna-1 ,4-dien-3,20-diona (10) 
l a  Gnica s i n t e s i s  quimica d e s c r i p t a  (existen v a r i a s  s i n t e s i s  u t i u  
zando microorganisnios 45), n t i l i a 6  como e s t e r o i d e  de p a r t i d a  preg 
na-1,4,9( 1 1 0)-trien-3,20-diona (z) introduciendo e l  hidroxilo-1 ffl 
Junto con un dtorno de bromo en posici6n g d p o r  una reaccibn de fox 
rnacibn de bromohidrinas, seguida de l a  eliminacibn d e l  halbgeno con 
e c e t a t o  de crorno (11) 46.  El  Gnico inconvtn ients  de esta s i n t e s i s  
es l a  d f f i c u l t a d  de obtener e l  esteroi.de de  p a r t i d a  a no ser por 
deshidra tac ibn  de un 11-hidroxiesteroide.  
1 
' La h i c a  sintesis quimica de llp,17d-dihidroxi-pregna-1, 
4-dien-3,20-diona (u) a partir del 1,2-dihidroanhlogo 5 descripta 
47 utiliz6 SeOZ como oxidante en t-butanol . 
- 21-hidroxiesteroides: Corresponden a este grupo 21-hidroxi-preg 
na-I ,4-dien-3,20-diona (u) y sus 11f3 y 1 W-hidroxiderivados 14, 
y fi (las estructuras correspondientes se resumen en la figura 
1 ,  pk. 4). 
Se encuentra descripta en literatura la oxidacibn con DDQ 
de 21-acatoxi-pregn - 4 - .en-3,20-diona (a) 42, donde no se men- 
ciona la hidrblisis del product0 formado. Tambib  se inform6 la 1 
oxidacibn en presencia de pnitrofenol 43, o con Se02 en t-butanol/ 
Bcido acetic0 48. Por (Iltimo a tambi6n fue preparado a partir de 
pregna-1,4-dien-3,20-diona (9) por reaccibn con tetraacetato de plp 
mo (acetoxilaci6nI 49. En cambio no se encuentra descripta ninyna 
sintesis quimica del 11/3,21 -dihidroxi-esteroide 14 que emplee al- 
gdn tip0 de deshidrogenacihn. La sintesis mas simple descripta en 
este caso es la que obtuvo el A'-esteroide por deshidratacidn de 
1d,11/3,21-trihidroxiprogesterona (2) aislada de pescadascartila 
50 ginosos . 
1 Existen varias publicaciones sobre la preparacibn de A - 
cortexolona (u) a partir del t,2-dihidroesteroide correspondiente 
(2) utilizando SeO2 51 g otros derivados del mismo 52 coao reactt 
vo oxidante, as5 como tbcnicas de bromaci6n en C 2  y posterior deg 
hidrobromacibn 53. Tambi6n se encuentra descripta la preparacibn 
a partir del E l  -desoxiesteroide correepondiente JJ. medianta la reaG 
33 ci6n de Stork, discutida anterioraente (p&g. 21) . 
RESULTADOS Y DISCUSION: 
1 A' -progesterona (9) , a -1 Ip-hidroxiprogesterona ( 1 ~ )  y 
1 A -1 7d-hidrcxiprogesterona (u) fueron sintetizados facilmente a 
partir de 10s correspondientes 1,2-dihidroesteroides (1, 2 y 3 reg 
pectivamente) por oxidaci6n directa con DDQ en benceno anhidro. 
10s productos obtenidos luego de ser pasados por una columna de 
lhina neutra para eliminar el excese de reactivo y su producto 132 
cundario, la hidroquinona correspondiente, resultaron estar muy pp 
co impurificados, siendo necesario simplemente recristalizarlos pa 
ra obtenerlos puros (fiyra 6 ) .  Los resultados se resumen en la ta 
bla 11-2. 
L a s  impurezas observadas fueron una pequefia proporcg6n 
1 9 6  d e l  esteroide de partida en el case da 11 y 10s h6 y 
(s) derivados de 11b-hidroxiprogesterona ( 2 )  en el caso de u, 
identificados por resonancia rnagnetica nuclear protdnica (RMN-'H) 
Fimra 6: Sintesis de ~ l - ~ r o ~ e s t e r o n a  (21, A1-l l ~ h i d r o x i p r o g e s t ~  
1 rona ( 1 ~ )  y A -17oc-hidroxiprogesterons (u) por oxidacih  
con DDQ, 
Tabla 11-2: Oxidaci6n directa con Dm de 21-desodesteroides. 
t 
Mat. prima Product o rend. % (a) 1,4/ 4 A A 
1 
- . 9  74  % (b) 
2 19 80 % ( b , c )  
5 11 86 % 9515 
I II 16 % 20/80 
(.a) *4-j-cetoesteroide a i s l a d o .  
(b) s o .  se observaron restos d e l  material de partida 
6 ( C )  Trazas de A y 2 16-derirados. 
y de l3c (RHN-'~c) de la  mezcli. de reaccibn. Dado qne no se obsex 
rb la foraacibn d e l  A'*6-derirado en e l  caso  de la oxidacibn dde 
1 ?d-hidroxiprogesterona (3) queda demostrada l a  me jor s e l e c  t ividad 
de l a  reacc i6n  cuando se t raba j .6  en condiclones m&s cont ro ladas  
(benceno a reflujo en l u g a r  de dioxano, de mayor temperatura de 
e b u l l i c i b n )  . 
6 La formacidn de A y A' ~ ~ O d e r i v a d o e  e r a  f a c t i b l e  dado 
que e l  con t ro l  c i n 6 t i c o  de la reaccidn l l e v a  a l a  fomac ibn  d e l  
A'-e*teroi.de, l o  c u a l  no impl ica  qtle no Be rocme una pequeaa p r p  
6 porcibn d e l h  -derivado e l  cual e u f r i r f a  un nuevo ataque por l a  
DDQ con l a  c m e i g u i e n t e  formaci6n d e l  A' *6-esteroide (Gnico o r i -  
1 gen d e  e s t e  e s t e r o i d e  ya que e l  A -derivado no se reoxida) ,  
. . 
1 6 ,  A1 ,6 Ringold y Turner 54 encoatraron una r e l a c i b n  A 8: A 
i g u a l  a 10: 1 : I en l a  oxidacibn de androsta-4-en-3,17-diona , 
de l o  cual se desprende una r e l a c i 6 n  en l a  sus t racc ibn  de h id ru ros  
de C1 y C? de 5:1. E s t a  r e l a c i b n  depende de f a c t o r e s  c in t i t icos ,  
principalmente las d i s t i n t a s  velocidades de enol ieac ibn  h a c i a  uno 
u o t r o  l ado  y l a  velocidad de reacci6n de e s t o s  con l a  DDQ. 
En base a 10s buenos resultados obtenidos en la oxidacibn 
de 10s l l p y  17#-hidroxiesteroides 2 y 5 se intent6 la deshidrogenz 
ci6n directa de 21 -desoxicortisol (5) con Dw. Sorprendentemente la 
oxidacibn en las condiciones empleadaa anteriormente (1,3 equivale~ 
tes de Dm), fue practicamente nula, recuperindose el esteroide de 
partida. Para verificar si esto se debfa a una captacidn de la Dm 
por el sistema llP,l?o(-dihidroxi del tipo propuesto en la figura 7, 
Finura 2: Hipotbtica captacibn de DDQ por el sistema 11/3,17d-dihi 
droxi en 2 1 -desoxicortisol (5). 
disminuyendo l a  cant idad de quinona en solucibn,  s e  i n t e n t 6  rea l l ,  
zar l a  reaccibn con un gran exceso de DDQ (5,4 equiva lentes) ,  El 
r e s u l t a d o  tampoco fue s a t i s f a c t o r i o  ya quo s6lo se 1ogr6 un 20 % 
1 de c o n v e r s i h  en e l  A -derivado abn despues de 48 horas  de reac- 
cibn. ( t a b l a  11-2, p&g, 35). 
Se desconoce l a  razbn por l a  cual e l  d ih id rox les te ro ide  
5 no reaccion6 con la DDQ en las condiciones que si l o  h ic ieron  g 
con buen rendimiento t a n t o  e l  11P-hidroxiderlvado 2 como e l  1 7 d - u  
droxianhlogo 3 (aanqae en  e s t e  f l t i m o  caso qued& una pequefia por- 
c i & n  de material sin reaccionar) .  
Para  l a  determinaci6n d e l  grado de conversi6n logrado dg  
r a n t e  l a  oxidaci6n con DDQ de d i s t i n t o s  e s t e ro idea  r e s u l t 6  de suma 
1 
u t i l i d a d  l a  resonancia magn6tica nuclear  d s  'H ( H N -  H), Este m6tg 
do  fue muy adecuado ya que 10s e s t e r o i d e s  de p a r t i d a  (b4-3-cetoda- 
r i r a d o s )  presentan una seiial a d 5.69-5.76 ppm (banda ancha) cor reg  
pondiente a1 H4 o l e f i n i c o  (tabla 111-9, phg. 181 1, mient ras  que 30s 
produc t o s  deshidrogenados ( A' *4-3-ce toan~ogos)  presentan tres se- 
i i a l e ~  en l a  regi6n  o l e f i n i e a :  d 7,04-7.26 p p  (doble te ,  J= 10 Hz) 
correspondlente a HI, 6.23-6,27 ppm (doble doblete, J= 10 y 2 Hz) 
correspondiente a HZ y 6,01-6,08 ppm (banda ancha) debido a1 H4. 
Como puede aprec ia r se ,  estas d l t imas  sefiales aparecen desplazadas 
4 respecto  de las correspondientes  a 10s A -3-cetoesteroides,  pemL 
t iendo l a  observacihn y cnan t i f i cac ibn  de res!os de 10s mismos, 
La f i g u r a  8 muestra, como ejemplo, l a  regi6n o l e f i n i c a  
d e l  espect ro  de RMN-'H de l a  nezcla  de oxidacidn d i r e c t a  de 21-dg 
s o x i c o r t i s o l  (5) con Dm. 

No habiendo obtenido resu l t ados  s a t i s f a c t o r i o s  en l a  sip 
t e s i s  de 1 1p, 17d-dihidroxi-preg~a-1 , 4-dien-J , 2 0 d i a  (u) par  ox& 
dacibn d i r e c t a  con Dw, se dsbi.6 ensagar o t r o  camino. Dado que se 
disponia  de  1 l p ,  17d,21 -trihidroxi-pregna-l,4-dien-3,20-diona (s), . 
se decidi6 ensayar sabre  este e s t e r o i d e  l a  secuencia  de s f n t e s i s  
r e a l i z a d a  con c o r t i s o l  (a)(p&g. 26) para la obtenci6n de 21-desox$ 
e o r t i a o l  (5) 34. La secuencia de reaccibn empleada presenta  l a  v e ~  
1 ta ja  de p a r t i r  d e l  A -derivedo paro, l i b r e  del A~-3-cettoeestteroide 
correspondiente,  cuya separaci6n en 10s casos  a n t e r i o r e s  donde no 
se produjo conversi6n b o t a l  fue bas tan te  engorrosa. 
La mes i t i l ac ibn  de a d i o  e l  21-mesit i lderfvado 3 con 
buen rendimiento (88 %I. Cuando se i n t e n t 6  l a  eliminacibn en la8 
condiciones d e s c r i p t a s  ( 1  hora a temperatura ambiente) 35 s e  logrd 
~ 0 1 o  una rersocibn p a r c i a l  d e l  p ro tec to r  (analizado por RHN-'H). La 
el iminacidn t o t a l  d e l  m e s f t i l o  s e  logrd simplemente prolongando e l  
tiempo de reaccibn (20 hs) obteni6ndose en f o m a  pura, e l  cua l  
s o l o  r e q u i r i 6  s e r  r e c r i s t a l i z a d o  para s u  u t i l i z a c i b n  en ensayos 
b io lbgicos  ( rendimiento global:  65 %) ( f i  y r a  9). 
Por o t r a  parte s e  dec id i6  e s tudfa r  en  mayor d e t a l l e  e l  
p a r t i c u l a r  comportamiento de 21 -desoxicor t i so l  (5) f r e n t e  a l a  
rea l izando l a  oxidacibn d e l  e s t e r o i d e  de r iva t i zado  con d i s t i n t o s  
grupos pro tec to res ,  seguida de l a  eliminaci6n de 10s mismos. 
La e s t e r i f i c a c i b n  de 10s h id rox i los  en  posiciones 17d 
( t e r c i a r i o )  y 1 lp (fuertemente impedido ester icamente)  no se pro- 
duce en las condiciones b b i c a s  hab i tua les  de a c e t i l a c i 6 n  ( a n h i d r ~  
do ac&t ico /p i r id ina  a temperatura ambiente). En cambio en condic ip  
1 1 Fiftura 9: S f n t e s i s  de L\ -21 -desoxicor t i so l  (fi) a p a r t i r  de A -coz 
t i s o l  (16). 
nes Qcidas  (anhidrido ac&tico/bcido a c e t i c 0  en presencia  de hcido 
p-toluensulf6nico 6 Acido perc lbr ico)  s e  logra l a  a c e t i l a c i d n  de 
55 ambos . 
Eata secuencia de reacciones fue ensayada tambi6n con 
17d-hidroxiprogesterona (2) ; l a  e s t e r i f i c a c i d n  de e s t e  e s t e r o i d e  
a l  compuesto 14 se logrb  con muy buen rendirniento (97 %), product0 
que fue oxidado con DDQ e n  l a s  condiciones normales de reacci6n. 
4 Cabe des taca r  que en e s t e  caso l a  conversibn d e l  A -3-cetoesteroL 
de  a !& fue t o t a l ,  no observkndose res t08  d e l  compuesto de  p a r t i d a ,  
a d i fe renc ia  de  l a  oxidaci6n d i r e c t a  donde s e  recuperd una pequeiia 
cantidad de d i c h ~  compuesto ( f i g u r a  10). 
La ace t i l a c i d n  Qcida del 1 1p, 170c-dihidroxiesteraide 5 
produjo dos compuestos, anal izados por cromatografia en capa del-  
gada, de mayor Rf qne e l  e s t e r o i d e  de par t ida ,  s iendo probableme~ 
t e  un mono y el d i a c e t a t o  correspondientes  (Q y g). La oxidacidn 
con Dm r e s u l t 6  s e r  nuevamente p a r c i a l ,  ya que e l  a n & l i s i s  cromatg 
g rh f i co  d e l  product0 indicd l a  apar ic ihn  de dos nuevos compuestos 
de Ri levemente menor qua e l  de 10s e s t e r o i d e s  de p a r t i d a ,  per0 
tambign ind icd  qne estos no habfan desaparecido totalrnente. 
sayaron t an to  las  condiciones Bcidas de h i d r 6 l i s i s  ( t r a n s e s t e r i f &  
cacibn) como las bhsicas .  Los r e su l t ados  fueron 10s esperados ( e l  
e s t e r o i d e  no se a f e c t 6  por l a  h i d r 6 l i s i s  Bcida y se d e s a c e t i l 6  en 
medio basico) obteniendose e l  1 ?&hidroxiesteroide (11) prac t ica-  
mente puro con un rendimiento g lobal  d e l  80 %. 
La  h i d r 6 l i s i s  &cida de l a  mezcla de  oxidacibn con Dm 
de fi y !& provocb l a  desaparicidn t o t a l  d e l  par de productos de 
nayor Rf, quedando solamente e l  par de  menor Rf. No aparecieron 
nnevos compueetos de Rf similar a1 d e l  1lp,l70(-dihidroxiesteroide 
de  p a r t i d a  (5). Teniendo en cuenta qae en medio hcido s o l o  se h i -  
d r o l i z a  el a c e t a t o  de posicibn 1 1 1 3 ~  que no se form6 ningdn produg 
t o  totalmente desacetf lado,  l a  mezcla r e s u l t a n t e  de l a  h i d r 6 l i s i s  
e s t a r i a  formada por 17~4-acetoxi-110-hidroxi-pregn -4-en-3,20-diona 
(u) y su  A' -derivado (4).  
En base a eso e s  pos ib le  deducir que  la mezcla o r i g i n a l  
y m llp-hidroxiderivado (u) por oxidacibn con DDQ de 
10s acetatos  correspondientes. 
estaba formada por 11~,17o(-diacetoxi-pregn-4-en-3,20-diona (g) y 
17d-acetoxf -1  IP-hidroxi-pregn - 4-en-3,20-diona tsu), e s  dec ir  que 
la ace t i lac i6n  en posicibn 170~  fue t o t a l  mientras que en posici6n 
11p solo fue parcial, 
La rnezcla resultante de l a  h i d r 6 l i s i s  Qcida no se anal& 
zb  por metodos espectroscbpicos ya que se real izb directamente la 
hidr6l i s i . s  b&sfca s i n  aislar e l  producto de reacci6n. Esta filtima 
produjo una mezcla de e s t e r o i d e s  totalmente desace t i lados .  E l  an& 
lisis espectrosc6pico ( R E I N - ~ H )  de l a  neocla  obtenida con baen reg 
dimiento crudo (80 %) i nd ic6  una mejor c o n v e r s i b  en e l  A'-deriva 
do (75 8)  que en l a  oxidacidn directa d e l  e s t e ro ide  (20 8 ) .  
Tambien se ensay6 la formilaci6n como rnhtodo de protec- 
ci6n. E s t e  metodo presenta  l a  ven ta ja  que l a  h i d r d l i s i s  b i s i c a  el& 
mina t an to  el formilo de posicibn 17d  (a1 i g u a l  que en 10s aceta-  
tos)  como e l  de p o s l c i b  1 lp ( e s t a b l e  en e l  caso de 10s acetates) 
56 y por l o  t an to  s e  s i m p l i f i c a r i a  un paso en l a  s i n t e s i s  . 
Nuevamente se prob6 tambien la  secuencia con 17d-hidroxh 
progesterona (3). L a  formilacidn de e s t e  con Bcido fbrmic0/8cido 
p-toluensulf6nico s e  1ogr6 con muy buen rendimiento (98 %) (compueg 
t o  ., f i g u r a  1 1 ) , seguida de l a  o x i d a c i b  d e l  e s t e r o i d e  protegido, 
producidndose l a  t r a n s f o r m a c i b  t o t a l  d e l  compuesto en s u  A'-dera 
vado &. Finalmente, l a  h i d r 6 l i s i s  bas ica  r e s u l t 6  en la produccibn 
de A'-l?&hidrodprogesterona (u) con tan rendimiento d e l  50 %, me 
nor a1 obtenido por oxidaci6n d i r e c t a  pero l ibre d e l  e s t e r o i d e  de 
p a r t i d a  (confirmando en e s t e  s e n t i d o  10s r e su l t ados  obtenidos con 
e l  derivado ace t i l ado)  ( figtara 1 1 1. 
I 
La .formilaci6n del 11/3,170(-dihidroxiesterd.de 2 f u e  t o t a l  
(producto homog6neo en cromatografia en capa delgada y ana sefial 
para e l  H l  ld en BNN-I H) l o g r h d o e e  con buen rendimiento (85 %) ( COZ 
puesto ( f i g u r a  1 1 1. 
La o x i d a c i b  con DDQ produjo e l  A'-derivado (a) impurh 
f icado con una pequsfia cant idad d e l  producto sin reacc ionar  (20 %) 
con l o  c u a l  no se mejor6 mayormente l a  conversibn respecto  d e l  
ace t i lde r ivado  (25 % sin r eacc ionm)  . 
F i ~ u r a  u: Sinteeis de 17oG.hidroxi-pregna-l,4-dien-3,2O-diona (lJ) 
y su 1 lp-hidroxiderirado (11) por oxidacidn con Dw de 
10s formiatos y metoxietoximetil derivados correspondieq 
tes ( M a =  metoxietoximetilo) . 
La hidrblisis final produjo un rendimiento crudo de  sol^ 
el 44 % a pesar de requerirse solo un paso para eliminar 10s for- 
miatos en lugar de la secuencia QciddbHsica del caso de 10s ace- 
tatos. & - Finalmente, otro protector ensayado fue el metoxietoxiae 
ti1057 que diera buenos resultados en 10s casos de cortsxolona (2 )  
y c o r t i s o l  (8) como a e  d i s c n t i r h  m & s  ade lan te  (pag. 59). 
Se ensayb esta secnencia de s i n t e s i s  ( f i g u r a  11 1, l og rga  
dose r e s u l t a d o s  v a r i a b l e s  de rendimiento ( 15-70 %) desconoci6ndose 
las  causas del mfsmo. Nuevamente en este caeo l a  conversibn en e l  
1 A -derivado no fue t o t a l  (80 %) aunqne notablemente mayor que en 
e l  caso de l a  oxidacibn d i r e c t a .  
Los re sa l t adoe  obtenidos u t i l i z a n d o  d i s t i n t o s  grupos prg  
t e c t o r e s  se resumen en la tabla 11-3 (en l a  m i s m a  se inc luye  l a  
oxidacibn d i r e c t a  con f i n e s  comparativos. 
Tabla 11-3: S i n t e s i s  de 170c-hidroxi-pregna-l94-dien-3 ?20-diona (u) 
y su I la-hidroxiderivado (fi) por oxidacien con Dm de 
d i s t i n t o s  derivados de  l o 8  mismos. 
Mat. prima Pro tec to r  Producto rend. % (a) A1,4/A4 
3 -- 11 - 86 % 9515 
I 111 u 16 % roiso 
fi Acetato It 80 % (b) 
2 Acetato 11 60 % 75/25 
f! Formiato u, 50 % (b) 
=! Formia t o  11 35 % 80/20 
!i M W  ( c )  I3 10-60 % 8511 5 
(a) A' 94-3-catoestaroi,de e is lado .  
(b) No se observaron r e s t o s  d e l  material de part ida.  
( c )  Metoxietoxirnetil derivado. 
I Para  obtener A'-1 1 -desoricort icobterona (u) y A -cort& 
costerona (14) se u t i l i z d  como pro tec to r  e l  ace ta to ,  La a c e t i l a c i d n  
d e l  h id rox i lo  21 se produjo en las condfciones normales de a c e t i l g  
c i 6 n  (anhidr ido  a c 8 t i c d p i r i d f  na) . 
La oxidacidn con DDQ de 10s a c e t a t o s  a y 2 produ;lo 10s 
1 A -derivados correspondientes  yl practicamente puros. No s e  
6 o b s e n a r o n  r a s t r o s  de 10s A g A' ~ ~ - d e r i v a d o s ,  pero si ds un peqw 
iio r e s t o  de 10s e s t e r o i d e s  de par t ida .  
Finalmente l a  eliminacidn d e l  pro tec to r  se l og rb  por 
t r a n s e s t e r i  f i cac idn  Bcida con e t a n ~ l / H ~ s ~ ~  58 eon r e n d i d e n t o e  
g l o b a l e s  (luego de l a  pur i f icac ihn  por cromatografia en columna) 
de 56 y 80 % para 12 y & respectivamente ( f i g u r a  121, 
En e l  caso de 21-acetoxi-pregna-l,4-dien-j,20-diona (x) 
se ensay6 tambien l a  h i d r 6 l i s i s  bgsica d e l  p ro tec to r  ( ~ a ~ H / m e t a n o l ) .  
E s t a  reaccidn presenta  l a  ven ta ja  da su rapidez  (10') 33 frente a 
l a  t r a n s e s t e r i f i c a c i 6 n  (9 hs  a r e f l u j o )  s iendo e l  rendimiento de 
l a s  mimas similar (90 %I. 
Los r e su l t ados  obtenfdos se resumen en l a  tabla 11-4. 
Dado 10s buenos r e su l t ados  observados para l a  s f n t e s i s  
d e  cortexolona ( 2 )  a p a r t i r  de I?&-hidmxiprogesterona (5)  (pgg. 23) 
y teniendo en cuanta l a  f a c i l i d a d  con gue se puade obtaner ~'-17c(- 
hfdroxEprogesterona (fi) a p a r t i r  del e s t e r o i d e  a n t e r i o r  por ox ids  
c idn d i r e c t a  con DDQ, se decid i6  p reparm A'-cortexolona (u) por 
e l  rnhtodo de Stork. Es as$ que It fue iodado en posici6n 21 (corn- 






t o  correspondiente (s), concluyendo la  reacci6n con la  h i d r b l i s i s  
en condiciones controladas d e l  acetato 33 para obtener e l  es teroi -  
d e  deseado ( figura 13). 
De e s t e  modo, realizando antes  l a  oxidacibn con Dm, s e  
evitan 10s pasos de proteccibn y desproteccibn requeridos cnando 
se encuentra presente un hidroxi lo  en posicibn 21. 
La transformaci6n del  21 -iododerivado (lilt) en e l  acetato  
correspondiente (z) s e  llev6 a cab0 en id6nticas condiciones a1 
caso de la sintesis de cortexolona (21, sin requerirse la reacci6n 
con NaHS03 en metanol a reflujo, imprescindible en la sintesis de 
De este mod0 se complet6 la sintesis de las pregna-1,4- 





Figura u: Sintesis de 17d,21-dihidroxi-pregna-l,4-dien-3,20-diona 
(u) a partir de 17d-hidroxi-pregna-l,4-dien-3,20-diona 
(11). 
Independientemente de estos resultados fue interesante 
estudiar la factibilidad de una sintesis de A'-cortexolona (fi) a 
partir de cortexolona (2)  por oxidacidn con DDQ mediante la elec- 
ci6n de un protector adecuado (tabla 11-4). 
1 Tabla 11-4: Sintesis de A' -1 1 -desoxicorticosterona ( X I ,  A -corti 
-
1 
costerona (u), A' -cortexolona (E) y A -cortisol (16) 
por oxidacibn con Dm utilizando distintos protectores. 
L 
Mat. prima Protector Hidrbl. . Producto rend. (a) &194/+4 (b) 
4 Acetato H+ 1 2  56 % - g0/10 
4 kcetato OH' l~z 55 % g0/10 
6 Acetato H+ 14 80 % g0/l0 
2 BMD (c) H" < d l  -- 90/10 
2 BW ( c )  H+ J.5 10 % 60/40 
2 Acetato H+ (el -- 50/50 
2 Acetato 0Ii- ( d l  -- 50150 
Z MEN (c) TiC14 fi 50 % go/ l 0 
8 1 (c) TiC14 14 28 76 7512 5 
(a) 94-j-cetoesteroide correspondiente, aislado. 
(b) Cualquiera sea la cadena lateral resultante. 
(c) miD: Bismetilendioxi; FDO: Beccilidendioxi; M E X :  Metoxietoxing 
tilderivados. 
(d) Producto desconocido, descomposici6n de la cadena lateral. 
( e l  21,21-dietoxi-20-cetoesteroide (ver estructura correspondiente 
en f i g u r a  17, p5g. 58 1. 
0 \& 
. .-,- 7;  ' k 
%,L.  . .  
E l  primer p ro tec to r  ensagado fue l a  formacibn del bismg 
t i lendioxiderivado.  Este e s  e l  p ro tec to r  t f p i c o  d e l  sistema 170(,21- 
59 dihidroxi-20-ceto . 
La reacc idn  en fase h e t e r o g b e a  (cortexolona (2) en CH2C12 
+ Formalina + HCl(,)) produjo con buen rendin iento  e l  e s t e r o i d e  eg 
perado (compuesto s). Otro t a n t o  sucedib con l a  deshidrogenacidn 
d e l  e s t e r o i d e  protegido. En cambia, cuando se ensay6 l a  h i d r d l i s i s  
con dcido f6rrnico acuoso (15-35' a r e f l n j o )  60 b l c i d o  a c 6 t i c o  (60' 
a r e f l u j o )  59 segGn se i n d i c a  en l i t e r a t u r a ,  no se obserr6 conrer- 
s i6n  en l a  dihidroxfcetona deseada s i n o  que s e  produjo l a  descompg 
s i c i 6 n  d e l  e s t e r o i d e  ( e l  product0 fue anal izado s o l o  por cramatogr~ 
E l  s i g u i e n t e  grupo pro tec to r  ensayado fue e l  170(,21-bey! 
ci l idendioxidesivado,  Para esto fue menester preparar previamente 
6 1 e l  dietilacetal d e l  benzaldehido por reaccibn de benzaldehido 
con e tano l  absolute. 
A partir del acetal formado se realizb l a  t r ans fe renc ia  
- 
d e l  mismo a 10s h id rox i los  17dy 21 d e l  e s t e r o i d e ,  en condiciones 
62 de c a t a l i s i s  &cida (Acid0 p-toluensulf6nico) en benceno anhidro . 
I La t r ans fe renc ia  d e l  a c e t a l  se ve favorecida por l a  formacidn de 
un compuesto c i c l i c o  de seis miembros ( compes to  z, figura 14). 
El espect ro  de WN-'H del product0 obtenido ( f i g u r a  15) 
mostr6 l a  e x i s t e n c i a  de dos especies ,  en d i f e r e n t e  proporcibn, cp 
r respondiente  a 10s dos diastsr6meros pos ib les  57-a y 57-b. 
Fiaura &: Formas diasterhmeras d e l  17d,21-bencilidendioxiderivade 
de cortexolona y A'-cortexolona en su conformaci6n n6s 
es t ab le .  

E l  a n s l i s i s  d e  rnodelos rnoleculares  d e  ambas formas indi-  
c 6  que en l a  forma 57-b e l  metilo 18 se e n c o n t r a r i a  en  l a  r eg i i jn  
d e  despro tecc ih r ,  d e l  c a r b o n i l o  20; en  cambio en 5 i O a  e l  c a r b o n i l o  
s e  e n c o n t r a r f s  e c l i p s a n d o  aproximadamente l a  unibn C16-C17, d e  f o g  
ma t a l  que e l  con0 d e  p r o t e c c i b n  d e l  rnismo ( p o r  encima y por  deba- 
j o  d e l  p l a n o  d e l  c a r b m i l o )  a b a r c a r f a  una r e g i b n ,  d e n t r o  d e  l a  c u a l  
s e  e n c o n t r a r i a  e l  m e t i l o  18, s u f r i e n d o  e s t e  por  l o  t a n t o  t a l  d e s p r q  
t eccihn.  
5 
La se5a.l d e l  m e t i l o  18 a 0,80 ppm c o r r e s p o n d e r f a  e n t o n  
ces a 57-a m i e n t r a s  que l a  s e i i a l  a 6 O,R4 ppn s e r f a  la d e l  m e t i l o  
1 8  en 57-&, s i e n d o  l a  prilnera de mayor i m p o r t a n c i a  ( r e l a c i b n  5:1,). 
E s t e  hecho conf i rma l a  a s i g n a c i b n  p r o p u e s t a  ya que e r a  de e s p e r a r -  
s e  que 57- fuese  m & s  e s t a b l e  que 57-P, E s t o  se debe a l a  p o s i b l e  
i n t e r a c c i b n  e s t k r i c a  metilo-1!3/oxigeno-20 e n  5?-/b m i e n t r a s  que en 
5 7 * q e l  c a r t o n i l o  se  e n c o n t r a r i a  e n  l a  conformaci6n .cPs f a v o r a b l e  
d e  l a  cadena  l a t e r a l  ( e l  c a r b o n i l o  20 de p r o g e s t e r o n a  (11, - es  d e c i r ,  
d e  una cadena a b i e r t a ,  a d o p t a  una conformaci6n e n  l a  c u a l  e l  c a r b ~  
63 n i l o  se e n c u e n t r a  e c l i p s a n d o  l a  unibn C16-Cl7) . 
En e l  e s p e c t r o  d e l  b e n c t l i d e n d i o x i d e r i v a d o  d e  c o r t e x 0 1 2  
na  (compuesto 2) s e  observd ademss e l  desdoblamiento  d e  l a s  seAq 
l e s  d e  10s hidrbgenos  d e  ~ o s i c i b n  21 y e l  hidr6geno b e n c i l i c o ,  l a s  
c u a l e s  p u d i e r c n  a s i g n a r s e  a 57-a y 57-b er? base a s u  i n t e n s i d a d  re 
l a t i v a .  
R e s u l t a  i n t e r e s a n t e . a d e m $ s  que 10s hidrbgenos  d e l  m e t i l g  
no-21 no s e  d i f e r e n c i e n  en  57-g !dando un s i n p u l e t e  a 4,36 ppm) , 
n i e n t r a s  que producen d o s  s e A a l e s  en e l  c a s o  de 37-b (cuartetu. 
A B  cantrado e n d  4,25 p p m ) .  Tarnbien puede verse l a  n o t a b l e  dife- 
I I 
r e n c i a  en e l  desplazamiento i c o  -de  las  sefiales cor respondien tes  
a1 hidrbgeno b e n c i l i c o  ( 6 = 5.76 y 6,08 ppm). 
La oxidacibn con DDQ d e l  producto pro teg ido  d i o  como rg 
1 s u l t a d o  una mezcla d e l  A -derivado a ( p r i n c i p a l )  y e l  e s t e r o i d e  
s i n  r eacc iona r  10s c u a l e s  fueron separados  por c romatograf ia  en c q  
lumna. La convers i6n fue  de  aproximadamente e l  60 %, E l  e s t e r o i d e  
s i n  r eacc iona r  fue  reoxidado. 
Finalmente l a  h i d r b l i s i s  d e l  e s t e r o i d e  s e  produjo en c o ~  
d i c i o n e s  &cidas  suaves  (Acid0 c l o r h f d r i c o  en metanol,  15' a tenpe- 
r a t u r a  de r e f l u j o )  obteniendose e l  producto deseado junto  con o t r o  
compuesto de Rf similar a1 benc i l idendiox ider ivado  ( ana l i zado  por 
c romatograf ia  en capa delgada) .  E l  rendimiento de  l a  secuenc ia  de  
r eacc iones ,  s i n  cons ide ra r  e l  r e c i c l a j e  de i n t e r m e d i a r i o s  que no 
reacc ionaron ,  fue  d e  s o l o  e l  10 %. 
Tarnbien se  ensayd l a  s i n t e s i s  de  A'-cortexolona v i a  
a c e t i l a c i d n  d e  su  1,Z-dihidroderivado 2 ,  oxidaci6n con DD3 e hidrb-  
lisis f i n a l ,  t a n t o  en condiciones  Bcidas (etanol/H2S04) 58 como b&si 
c a s  (Ma CO en rnetanol/agua). En ambos casos  no s e  obtuvo e l  pro- 2 3 
, ducto deseado. 
E l  a n i l i s i s  por RMN-'H d e l  producto de  b i d r 6 l i s i . s  ficida 
i n d i c 6  que e s t a b a  formado por una mezcla de b4-3-ceto y '4- j-ce 
t o e s t e r o i d e s  cuya cadena l a t e r a l  s e r f a  e l  s i s t ema  21,21-dietoxi-20- 
c e t o  (3) esquematizado an l a  f i g u r a  16. En l a  m i s m a  se  presen ta  
e l  e s p e c t r o  R M K - ~ H  de l a  mezcla de h i d r b l i s i s  gc ida  y ,  para  su cog 
paraci6n e l  e s ~ e c t r o  cor respondien te  a ccr texolona .  En e l  p r i a e r o  
s e  observa l a  desapar ic i6n  de l as  se i i a l e s  de lme t i l eno -21 ,  s i endo  
e s t a s  reemplazadas por un dobl-ete a & 4,54 ppm (J=2Hz) y un q u i n t 2  
Fiaura fi: Espectros XMN-'H de: A) Producto de oxidacidn con DDP e 
hidr6lisis Bcida de 17d,21 -diacetoxiprogesterona. 
B l  Cortexolona ( 2 ) .  
p l e t e  a A 3,60 p p  (J=682). A d e d s  aparece un t r i p l a t e  a. 6 I ,24 pp. 
(J=6Hz). E s t a s  sefiales i nd ican  l a  e s t r u c t u r a  propuesta donde e l  tr& ; 
p l e t e  corresponde a l o 6  met i los  de 10s etoxilos-21, mientras que I 
e l  doble te  a canpos m6s ba jos  corresponde a1 H21, acoplado con e l  
. . 
H17 ( 4 ~ = 2 ~ z )  a trap& d s l  carbonilo-20. En cuanto a1 quintuple te ,  
este en r e a l i d a d  se trata de dos c u a r t e t o s  de d=6Hz, desplazados 
e n t r e  si por 6 Hz, 10s cua les  a1 superponerse producen l a  distribg 
c i 6 n  observada, correspondiendo cada c u a r t e t o  a1 metileno de un e- 
toxilo-21, 
La presencia  de las sefiales correspondientes  a1 metilo- 
18 a campos donde aparece l a  m i s m a  en e l  20-cetopregnano confirma 
que e l  carbonilo-20 s e  encuentra presente  como t a l ,  
E l  metoxiderivado correspondiente a l a  e s t r u c t u r a  propuea 
ta fue d e s c r i p t o  por Mattox 64 en un es tud io  da l a  acci6n d e l  bci-  
do  c l o r h i d r i c o  metan6lico sobre  e s t e r o i d e s  conjuna cadena l a t e r a l  
del t i p 0  d,d-dihidroxicetona. E l  mecanislao propaesto se esquemati 
za en l a  figura 17. 
Hershberg y colabaradores 37r65 durante e s tud ios  de des- 
h i d r a t a c i h  en k i d 0  ac6 t i co  g l a c i a l  c a l i e n t e  de 1 ,17d,21 - t r i h i d r ~  
xi-pregn - 4-en-3,20=diona (a) para la  preparscibn de A' -cortexolp 
na (u) observaron l a  formacisn d e l  A'?-20-hidrcxi-21-aldehido dg 
r ivado  (fi) menckanado como in termediar io  en e l  esquema de la fieZ 
La i n e s t a b i l i  dad en media Scido d e l  sistema 17d,21 -dih& 
drox.2-20-ceto j u s t i f i c a r f a  10s r e su l t ados  poco s a t i s f a c t o r i o s  ob- 
servados en l a  h i d r b l i s i s  de 10s bismeti lendioxi  y benci l idendioxi  
1 derivados de -cortexolona mencionad.os anteriormente,  
ROH 
+ 
m r a  12: Formacibn de 21,21-dialcoxi-20-cetoesteroides a partir  
Dada l a  poca e s t a b i l i d a d  de l a  cadena l a t e r a l  de cor texp 
l o n a  (2 )  f r e n t e  a k i d 0 6  37 y baees 36 se decidid emsayar un p ro tec  
tor que no r e q u i r i e s e  de h i d r b l i s i s  para s u  eliminacibn. Se e l i g i 6  
f a  proteccidn por formaci6n de un Qter con metoxietoximetilo,  e l  
56 c u a l  puede s e r  eliminado por t ra tamiento con TiC14 . 
La reaccibn fue ensayada tambi6n con c o r t i e o l  (81, e l  
c u a l  posee l a  cadena l a t e r a l  i g u a l  a 2. 
h proteccidn de & se l l e v 6  a cab0 en las condiciones dea 
c r i p t a s  56 con buen rendimiento (80 %)(compuesto fi, f i g u r a  18). La 
conversibn d e l  mismo en e l  1,2-deshidroderivado por oxidacibn con 
DDQ se l og r6  en proporcibn aceptable  (75 %)(compuesto a, f i g u r a  
18). Tambign la reacc ibn  d e l  c lo ru ro  de trietil~metoxietoximetil) 
amonio con 2 d i 6  como resu l t ado  e l  compuesto protegido deseado 62, 
cuya reacci6n con Dm (del producto s i n  p u r i f i c a r )  produjo la  o a  
dacidn en posicibn 1,2 con muy buen grado de c o n v e r s i b  (90 %)fcoq! 
puesto 68, f igura  181, observ6ndose una muy pequefia proporcidn d e l  
e s t e ro ide  de partida (anal izado por FlbfN- '~) .  
Finalmente debieron a j u s t a r s e  las  condiciones de h idrd l f  
sis d e l  producto 1ogrHndose l a  m i s m a  en forma t o t a l  disolviendo e l  
e s t e r o i d e  en e l  menor volumen necesar io de CIIZC12, agregando i g u a l  
volumen de T i c 4  a O°C y procesando luego de 30' de reaccibn. 
Los r e s u l t a d o s  de las  d i s t i n t a s  secuencias  de sfntesis 
d e 17d,21 -dihidroxi-pregna-1 ,4-dien3,20-diona (fi) por oxidaci bn 
con DDQ d e l  e s t e r o i d e  protegido se resumen, como se i nd fca ra  ante- 
riormente, en l a  t a b l a  11-4 (pgg. 50). 
1 Fimrq 18: Sintesis de A -cortexolona (u) y su 1 1/3-hidroxiderivg 
do (&) por oxidaci6n eon DDQ de 10s 1,2-dihidroesteroL 
des correspondientes protegidos como metoxietoximetildg 
rivados c14EM= metoxietoximetilo) - 
II.3. S i n t e s i s  de e s t e r o i d e s  marcados. 
GENERAL1 DADES : 
Los compuestos marcados con deu te r io  son una he r ramienb  1 
* 4 
sumamente d t i l  en la  asignacibn e s p e c t r a l  t a n t o  en espectrometr ia  
de  masa (eon!.) como en resonancia magnetics nuclear.  
En l a  e.m. producen e l  corr imiento d e  picos  correspondie& 
ij 
t e s  a las subes t ruc tu ras  que 10s contienen, l o  c u a l  es de gran a n  . . 
da para l a  aeignacidn de las m i s m a s .  Adembs son de suma u t i l i d a d  
en e l  postulado de mecanismos de fragmentacidn en 10s cua les  s e  
producen migraciones de hidr6genos desde o hac ia  l a  porcibn cargg 
En l a  espectrometr ia  de resonancia magnetics nuclear  de 
( R M N - ~ ~ C )  su u t i l i d a d  en l a  asignacidn de espec t ros  e s t g  poco 
explotada 67. La sefial correspondiente a un carbon0 cuyos hidrbgg 
nos fueron reempl-azados p a r c i a l  o totalrnente, disminuye en in tens& 
dad l legando en algunos casos a desaparecer ( v e r  c a p i t u l o  111). Por 
l o  t an to ,  mediante l a  marcacidn espec f f i ca  con d e u t e r i o  de una pos& 
c i b n  d e l  e s t e r o i d e  puede saberse  que sefial corresponde a l a  m i s m a ,  
elimingndose en algunos casos pos ib les  ambigsedades. 
Se marcaron con deuter io ,  por intercambio i so tbp ico ,  10s 
e s t e r o i d e s  pregn - 4-en-3,20-diona (1) , Pregna-1 ,4-dien-3,20-diona 
(2) , 170c.hidroxi-pregna-1 , 4-dien- J ,2O-diona (11) y 1 lp, 17d,21 - t r A  
hidroxi-pregn - 4-en-3,20-diona (8) ( e s t r u c t u r a s  en f i g u r a  1 , pHg. 
4 ),  con e l  f i n  de aprovechar las u t i l i d a d e s  expuestas. 
Por o t r o  lado,  10s compuestos marcados con t r i t i o  son cle 
suma u t i l i d a d  en d i s t i n t o s  e s tud ios  b io l6gicos ,  como por ejemplo: 
reconocimiento de 6rganos y organelas  blanco, metabolismo d e l  estg 
r o i d e ,  i n t e r a c c i h  hormona-receptor, e t c .  
En e l  es tudio  sobre l a  corre lac idn  es t ruc tura-ac t iv idad  
1 glucocor t ico ide ,  s e  encontr6 un es t e ro ide ,  h -1 lp-h idroxiproges ts  
rona (u), cuyo mecanismo de accidn no e s  e l  traditional ( v e r  IV.3. 
pig. 293). Es ass que s e  plant06 l a  posib i l idad  de preparar  e s t e  
e s t e r o i d e  marcado con t r i t i o  para completar 10s ensayos b i o l b g i c m  
sobre  e l  mismo, requir igndose d e s a r r o l l a r  una secuencia  de s f n t e s i s  
con e s t a  f ina l ldad .  
Por l o  t a n t o  l a  s i n t e s i s  de e s t e r o i d e s  marcados ensayadas 
puede d i v i d i r s e  en dos grupos: 
- Preparacidn de compuestos deuterados por intercambio i so t6pico .  
- Desarrol lo  de una secuendia de s fn te s i s  de 1 10-hidroxi-pregna- 
1,4-dien-3,20-diona (n) fuertemente marcada . con 3 ~ .  
RESULTADOS Y DISCUSION: 
11 -3.1 - Deuteraci6n por intercambio i so tbpico:  
La marcacibn de progesterona (1) con deu te r io  se  r e a l i z b  
en las condiciones bgs icas  de intercambio (Netbxido de sodio  en me 
tdxido de deu te r io )  d e s c r i p t a s  por Bhacca y colaboradores 67. se  
yt.3. . , t 
obtuvo as5 un producto homog6neo por cromatograffa en capa delgada . 
de Rf  i g u a l  a 1, e l  c u a l  fue u t i l i z a d o  directamente. 
En l a s  condiciones ensayadas s e  produce e l  intercambio 
de 10s hidr6genos de posiciones 2, 4, 6,  17dy 21 d e l  e s t e r o i d e ,  
no observendose ieomerizacibn de l a  cadena lateral  ( f i g u r a  19). 
E l  a n i l i s i s  par  e.m. d e l  producto ind ic6  10s s i g u i e n t e s  
porcentajes  de deuteracibn: 15 % dg; 37 % dB; 30 % d7; 14 % d6; 4 % 
d., en notable  concordancia con l o  observado por 10s a u t o r e s  ante- 
/ 
67 riormente mencionados . 
1 En i d e n t i c a s  condiciones s e  prepar6 A -progesterona (9) 
marcada en posicionea 4, 6, 174 y 21 con muy buen rendimiento y pa 
reza.  Los porcenta j e s  de deuteracidn obtenidos (anal izados por e.m. ) 
fueron 10s s igu ien tes :  4 % d7; 28 % d6; 29 % d5; 24 % d4; 10 % d3; 
3 % d, ( f i g u r a  19). 
Como puede aprec ia r se ,  e l  grado de intercambio fue rnenor 
que en e l  caso de progesterona (1). El  doble enlace a d i c i o n a l  res- 
pecto  de 1 impide l a  enol izaci6n hac ia  e l  C 2  (no es posib le  qoe e l  
doble enlace s e  corra hac ia  e l  C 1 0  cuaternar io) .  Por l o  t a n t o  no 
e s  posible  e l  intercambio d e l  hidrdgeno de C2. Ademhs ese  doble eg  
l a c e  ad ic iona l  disminuye l a  enol izaci6n hac ia  C6 debido a l a  form2 
c i6n  de un s is tema de; conjugact611 cruzada con e l  carboni lo  como ce; 
t r o  d e l  mismo. 
1 Para l a  obtencibn de A -1 7d-hidroxiprogesterona (11) mar 
cada se procedid de i g u a l  manera que en e l  caso de l a  deuteraci6n 
de f y 9 ( f i g u r a  19). Se obtuvo un producto homog6neo por cromato- 
g r a f i a  en capa delgada (Bf i g u a l  a1 compuesto de p a r t i d a )  que por 
e.m. r e s u l t 6  poseer 10s s i g u i e n t e s  porcenta jes  de deuteraci6n: 5 % 
1 19: MarcaciC con deuterio de progesterona (11, A -progestg 
f rona (9) y -17d-hidroxiprogesterona (11) por intercagl 
bio isotbpico en media bAsico. 
d6; 30 % d5; 17 % d4; 42 % d3; 6 % dZ (figura 19). 
El cilculo de 10s porcentajes de deuteracibn sobre C21, 
como sa discute en el capitulo 111 (p&g, 16&), indic6 que el 87 % 
de las mol6culas poseian tree denterios en dicha posicih, mientras 
que el resto se encontraban didenteradas. Esta relacidn e6 comparg 
ble a la obtenida en el caso de a (75 % y 25 % re~~ectivamente) 
lo cual indica que la presencia de un hidroxilo sobre C17  no afes 
t i  mayormente l a  enol izacibn d e l  carbonilo-20 h a c i a  C21. 
Bhacca y colaboradores 67 descr ib ieron  l a  s i n t e s i s  de  
c o r t i s o l  C.8) deuterado por intercambio en medio bas ic0  a tempera- 
t u r a  ambiente (figura 20). Los a u t o r e s  indicaron que e l  intercam- 
b i o  por d e u t e r i o  en dioxano/et6xido de deuterio/bxido-*de deu te r io  
a1 cual s e  l e  agregd met6xido de sodio producfa una mezcla de dos 
productos de l a  cua l  ae separaba (por  r e c r i s t a l i z a c i b )  e l  e s t e r o i  
de marcado con un rendimiento d e l  30 %. 
El  s is tema empleado e s  equivalente  a una mezcla de dioxg 
no/et6xido de deuterio/deuter6xido de sodio ( 1 , 1  N en dxido de deg 
t e r i o )  y una pequeiia proporcidn de metdxido de d e u t e r i o  (correspog 
d ien te  a l a  h i d r b l i s i s  d e l  met6xido de sodio) .  Por l o  t an to  s e  en- 
say6 la  reaccibn directamente u t i l i z a n d o  l a  mezcla a n t e r i o r  desprg 
ciando l a  pequeEa porci6n de met6xido de denter io .  
1 E l  intercambio s e  ensayb t an to  con fi como con s u  A-derh 
vado (fi) produci6ndose en ambos casos l a  descomposici6n t o t a l  de  
dioxano 
E t O D  
Figura a: deuteracidn de c o r t i s o l  (8) en medio b i s i c o  ( r e f e r e n c i a  
67). 
10s cor t i co ides ,  afin luego de 48 h s  (cuando e l  tiempo de reacci6n 
propuesto era de 69 hs). 
Entonces s e  ensayd e l  intercambio en condiciones ac idas  
( diglima/cloruro de deuterlo/6xido de deuter io)  68 sobre c o r t i s o l  
(a). Se obtuvo as$,  luego de 86 h s ,  un product0 de Ri i g u a l  a1 de 
en cromatografia en capa delgada, acompaiiado de pequeilas impurg 
zas de mayor R f ,  l a s  cuales  se eliminaron por c r ~ m a t o g r a f i a  en CQ I 
lumna. 
E l  anhl is is  por e,m, i nd ic6  10s s i g u i e n t e s  porcenta jes  
de deuteracibn: 1 % d7; 2 % d6; 19 % d5; 43 % dq; 27 % d3; 7 % d2; 
1 % d, ( f i g u r a  21). 
1 
La comparaci6n de 10s espect ros  de RMN-'~C d e l  c o r t i s o l  
sometido a l a  deuteracidn durante 16 h s  y 86 h s  (figura 22) aport6 
infornaci6n acerca d e l  orden en que s e  Brodujo . . l a  entrada de deutg 
r i o s .  En e l  espect ro  de RMN-l3 luego de 16 h s  de reacci6n se obser  
va l a  disrninuci6n de las seiiales correspondientes  a C 4  y C6 l o  cual  
DC l/D,O, 
diglima 
Fimra a: deuteracibn de c o r t i s o l  (8) en medio i c ido .  
Fiaura z: Seguimiento de la d e u t e r a c i b n  de c o r t i s o l  (8)  en medio 
Bcido por RMN-'~C; a) 16 hs de reaccibn; b) 86 hs de 
reaccibn. 
i n d i c a  su  deuteracihn. Luego d e l  tiempo t o t a l  de  intercambio desa- 
parecieron l a s  sefiales de C6 y C2 y disminuyb notablemente l a  de 
4 C4. Por l o  t a n t o  e l  s is tema A -3-ceto se e n o l i z a r i a  fn ic ia lmente  
hac ia  C6 con preponderancia sobre C 2  ( con t ro l  t e rmodinh ico)  , prQ 
duciendo e l  i n t e r ~ a m b ~ o  de 10s hidrhgenos de dicha  posicidn y, con 
menor e f i c a c i a ,  de posici6n 4. Con mayor l e n t i t u d  se produce l a  &g 
t e rac idn  sobre  l a  posicidn 2 aunque tambidn con mucha e f i c a c i a  ya 
que finalmerite se produjo l a  desaparicidn de l a  sefial de C2 (fia 
Por o t r o  lado  l a  deuteracidn sobre C21 fue escasa ( a h  
luego de 10s dos intercambios) ya que l a  in tens idad  de l a  sefial 
correspondiente practioamente no se rnodific6 ( f i g u r a  221, confip 
mado por e.m,, Esto r e s u l t a  l6g ico  dado que e l  intercambio de  10s 
- hidrhgenos de C21 impl ica r i a  l a  enol izaci6n d e l  carbonilo-20 hac ia  
e s a  posici6n con lo C U ~  se formarfa el sistema 20-iasatupadn-tr& 
64 h idroxi lado h2 ( figura 17, p&g. 581, desc r ip to  por Mattox y pos  
teriorrnente por Eershberg 37 a t ravgs  d e l  cual s e  produce l a  des- 
composicidn de l a  cadena la tera l  d,d-dihidroxicet6nica (posiblemeg 
t e  las impurezas observadas en e l  product0 crudo proviniesen de 
esa  reacci6n l a t e r a l ) .  
Comparados e l  grado de deuteraci6n d e  10s a n i l l o s  A y B 
obtenidos en e s t e  caso con l a  marcaci6n de progesterona en la  m i g  
ma regibn d e l  e s t e ro ide  (ca lculadas  como se d i scu t i rH  en e l  c a p i t g  
l o  111, p6g. 164) se observd qua l a  marcaci6n de e s t e  filtirno (rea- 
l i z a d a  en condiciones bss icas )  fue  algo  mayor que e n  e s t e  caso (4,0 
d e u t e r i o s  por mol6cula de & f r e n t e  a 3,7 de 21) l o  cua l  confirma 
l a  mayor e f i c i e n c i a  de las condiciones bgs icas  de intercambio sobre 
69 l a s  ac idas  . 
1 A - c o r t i s o l  (x) sometido a las condiciones dc idas  de ip 
tercambio no s e  deuterd afin luego de periodos mhs prolongados de 
intercambio (16+70+96 hs ) .  Es te  hecho e s t a r l a  de acuerdo con l o  
4 observado en l a  oxidaci6n con DDQ de sis temas A -3-ceto, donde dL 
cho r e a c t i v o  produce l a  deshidrogenaci6n en posicibn 1,2 a trave's 
d e l  2,4-dien-3-01 (a) (flgura 5, pgg. 301, mientras  que e l  A' j4- 
3-ceto e s t e r o i d e  formado no sa eno;19zathacia C 6  para d a r  e l  A 1,4,6- 
39 3-cetoesteroide . 
1 Como se d i s c u t i e r a  anter iormente,  l a  marcacidn de A - 
progesterona (9) en condicfones b6s icas  se iogr6  en menor propor 
c i6n  que en e l  caso de progesterona (11, atribuygndose e s t e  resu& 
tado a l a  menor capacidad de enol i sac idn  d c l  s is tema ~ ' ~ ~ - 3 - c e t e  
4 respecto  d e l  A -3-ceto por s e r  un s is tema de conjugacibn cruzada. 
En condiciones menos favorable6 para e l  intercambio (y  por Po tag 
t o  mAs s e l e c t i v a s )  como e s  e l  rnedio &ciao esa rnenor enol izabi l ldad  
in f luye  drasticamente en l a  reaccibn,  anul&ndola. 
4 
11.3.2, Secuencia de s i n t e s i s  ap ta  para l a  preparaci6n de 11p-hidrg 
xi-pregna-1,4-dien-3,20-diona (10) fuertemente marcada: I 
Para l a  obtencidn de ll~-hidro~i-pregna-l,4-dien-3~20-di~ 
na (10) marcada fuertemente con t r i t i o  s e  planed inicialmente u t i -  
l i z a r  l a  secuencia de s i n t e s i s  esquematizada en l a  f i g u r a  23. 
Para e l l o  se  requerfa  e s t u d i a r  t an to  l a  s f n t e s i s  d e l  
A' ~ ~ - e s t e r o i d e  como l a  p o s t e r i o r  hidrogenaci6n s e l e c t i v a  (de s e r  
e s t a  pos ib le)  para luego rea l izar  l a  t r i t i a c i 6 n  en i g u a l e s  condi- 
1 F i ~ u r a  : Esquema de s i n t e s i s  de A -1 1/3-hidroxiprogesterona (u) 
fuertemente t r i t i a d a  a trav& de A' '6-1 1b-hidroxiproges 
terona (XI. 
.c iones (en e s t e  caso por algiin organism0 idbneo para e l  manejo de 
J H ~  puro) . 
La ven ta ja  de e s t a  secuencia,  adenss de su simplicidad,  
es que se produce l a  narcaci6n en e l  paso f i n a l  de s i n t e s i s ,  evi-  
thndose asf e l  p o s t e r i o r  manipuleo d e l  e s t e r o i d e  marcado. 
La b6sqneda de condiciones s e  r e a l i z 6  previamente u t i l i  
zando pregnenolona (a) como e s t e r o i d e  de p a r t i d a ,  debido a su me 
nor cos to  y mayor d isponib i l idad ,  obteniendose 10s 11-desoxiesterof 
des  correspondientes,  
La s f n t e s i s  de A' r6-progesterona 70.:.se l og rb  u t i l i -  
xando Dw como oxidante,  en dioxano a r e f l u j o '  ( f i g u r a  24). La pre- 
senc ia  d e  un doble enlace 5,6 favorece l a  enol izacibn de l a  cetona, 
que s e  forma por oxidacibn d e l  hidroxilo-3,  hacia C4, dando e l  3,5- 
dien-3-01 ( X I ,  y su oxidacidn obteni6ndose e l  ~ ~ ~ ~ - 3 - c e t o e s t e r o i d ~  
e l  cua l  luego s e  oxida a1 t r ienderivado.  En cambio cuando s e  p a r t e  
4 de un A -3-ceto e s t e ro ide ,  l a  enolizacii3n cin6ticarnente favorecicb 
s e  produce hac ia  C 2  dando e l  2,4-dien-3-01 (a) y a t r av6s  de 61, , 
e l  74-3-eeto e s t e r o i d e  (ve r  e s t r u c t u r a s  correspondientes  en f igg 
ra  5, page 30)- 
El product0 obtenido r e s u l t 6  s e r  una mezcla d e l  e s t e r o i -  
de buscado (26) y e l  de p a r t i d a  (a) en r e l a c i 6 n  2: 1 ,  10s cua les  
fueron faci lmente separados. Tambign s e  observ6 una muy pequefia cag 
t i d a d  d e l  A496-3-cetoes teroi.de (22) in termediar io  ( f i g u r a  24). 
Para l a  hidrogenaci6n de ~ ~ - ~ r o g e s t e r o n a  ( ) se e l i g i d  
como c a t a l i z a d o r  a1 c lo ru ro  de rod io  t r i s ( t r i f e n i l f o s f i n a 1  Rh(PPh ) C1 3 3 
ya que en condiciones controladas ( 1 atmbsfera,  temperatura ambien 
t e )  permite r educ i r  dobles enlaces 1,2 6 6,7 s i n  a l t e r a r  e l  sistema 
~ ~ - 3 - c e t o  No e x i s t e  informacidn respec to  de l a  r eac t iv idad  re12 
t t v a  de dichos dobles enlaces. 
Cuando se ensayb l a  reacci6n con 26 s e  obtuvo a1 cabo de 
24 hs una rnezcla ( 1  : 1 )  d e  progesterona (1) y su ah-derirado (221, 
I 
no observ5ndose seiiales d e l  e s t e ro ide  de p a r t i d a  n i  d e l  A -esterojl  
d e  deseado (9). Prolongando e l  tiempo de reaccidn a 48 h s  se obtu- 
PO exclusivamente 1 ( f i g u r a  24). 
&: Aplicaci6n de l a  secuencia de s f n t e s i s  propuesta en l a  
figura 23 a pregnenolona (21). 
Por l o  tanto l a  reactividad de 10s dobles enlaces  FnVol~  
crados serfa: 
en e l  caso de 10s derivados de progesterona (11, siendo imposible 
entonces l a  reduccibn dsl doble enlace 6,7 en presencia de una ig 
saturacibn 1,Z s i n  afectar esta bltima, ut i l izando e l  catalizador 
mencionado. 
Catalizadores heteroghneos como por ejemplo Pd/C fueron 
utilizados por distintos investigadores para la reduccibn de A 495 
y & *4-3-cetoesteroides 72973 a sus ~~4-3-cetoderivados. La reaccidn 
debfa ser detenida luego del consurno de 1-1,2 equivalentes de hidrb 
geno, obteni6ndose una mezcla de esteroides formada por el cornpueg 
4 to de partida, el A -3-cetoesteroide deseado y el 4,5-dihidroderivg 
do correspondiente. Ademas se desconoce la reactividad relativa de 
10s dobles enlaces mencionados. Por las dificultades mencionadas es 
que no se ensayd con este tip0 de catalizadores, prefirigndose cam 
biar la estrategia.de sintesis por la secuencie de la f igura  25. 
Nuevamente se ensay6 primer0 la secuencia con 10s 11-des~ 
xiesteroides correspondientes. 
La sintesis de pregna-4,6-dien- J ,2O-diona (22) se logr6 
mediante la utilizaci6n de otra quinona, la 2,3,5,6-tetracloro-beg 
zoquinona (cloranilo). Este reactivo produce la oxidacibn especffi 
ca en posicidn 6 , 7  del esteroide, lo cual se debe a la imposibili- 
dad de sustraer el hidrbgeno de posici6n 1 del en01 cingticarnente 
favorecido (2,4-dien-5-01) a diferencia de la DDQ, debido a su mp 
nor potencial redox, reaccionando por lo tanto con el H6 del 3,5- 
dien-3-01, que se forrna por control termodin8mico. El reactivo, a1 
igual que la DDa no afecta el hidroxilo de posicihn 1 1 / 3  74,?5 
La reaccidn de progesterona (1) con cloranilo produjo el 
esteroide esperado (22) con buen rendimiento (65 rb) el c u d  fue h i  
drogenado utilizando Rh(PPh 3 ) 3 C1 cono catalizador en l a s  condicio- 
nes de reaccidn ensayadas para A' 96-progesterona (&I. A1 cabo de 
48 hs de reduccibn se obtuvo 1 como Cnico producto. 
Se conp le t6  as$ el ensayo de la secuenci.a de sintesis de 
d-progesterona marcado ya que el dltimo paso fdeshidroqenaci6n 1, 2 )  
a: Eequema de sinteeis  de 8'-1 ID-hidroxiprogeeterona ( 1 ~ )  
y su I 1 -desoxiderivado (9) fuertemente tritiadas a tra- 
6 v6s de 10s A -esteroides correspondientes, 
ya habia sido realisado con anterioridad (11.2.1 . , p&g. 34). 
Por lo tanto, rnediante esta secuencia de sfntesis y reea 
1 plazando el utilizsdo por 3~2, seria posible obtener A -progeg 
tarona fuertemante rnercada (a) (hasta doe Btomos de 'B por molkcp 
la) ( figura 25). 
La preparaci6n de llb-hidroxi-pregna-4,6-dien-3,20-diona 
(B) a partir del 6,7-dihidroesteroide correspondiente (2) en las 
; ,--I ' - -  
:. I.,: ,: 
e .  
6 condic iones  empleadas an te r io rmente  para l a  s i n t e s i s  de  A -progeg 
t e r o n a  (zz), 6e encuent ra  d e s c r i p t a  en l i t e r a t u r a  76. E s t a  se de- 
s a r r o l l b  s i n  inconvenien tes .  
E l  a n a l i s i s  por  RMN-'H d e l  producto de  r e a e c i d n  i n d i c d  
1 l a  presenc i a  de t r a z a s  d e l  A - e s t e r o i d e  ( ~ 2 )  a1:cual :no se observ6 
en e l  ca so  d e l  I I -desoxies te ro ide  (22). 
Cuando se i n t e n t &  h idrogenar  e l  A ~ - 1  I@-hidroxies te ro lde  
(E> en las  condic iones  u t i l i z a d a s  p a r a  e l  der ivado de p r o g e s t e r ~  
na ,  s e  obtnvo corns r e s u l t a d o ,  a1 cab0 de  55 hs ,  una mezcla d e l  e= 
t e r o i d e  de p a r t i d a ,  110-hidroxiprogesterona y 1le-hidroxi-pregnan- 
3,20-diona (81) .en - r e l a c i b n  1:2:1. 
La b i b l i o g r a f i a  r e f a r e n t e  a l a  hidrogenacibn de ~ ~ ~ ~ - 3 -  
c e t o e s t e r o i d e s  con e l  c a t a l i z a d o r  de  r o d i o  71 977 i n d i c a  que es pg 
sible hidrogenar  e l  doble  enlace 6,7 sin afectar mayormente l a  p~ 
s i c i 6 n  4,5, pero que si e l  tiempo de reacc ibn  s e  prolonga,  se p r p  
duce luego  e l  ataque a esta filtima pos ic i6n .  Es to  se debe a que 
ambas pos i c iones  son s u c e p t i b l e s  de  s e r  h idrogenadas ,  pero l a  posA 
c i 6 n  6 , 7  s e r i a  m&s r e a c t i v a .  
En e l  caso  de 1 ll)-hidroxi-pregna-4,6-dien-3,2O-diona (z) 
s e  hace evidente  que l a  d i fe renc ia  de r eac t iv fdad  de ambas p o s i c Q  
nes disminuye dr6sticamente. Observando l a  r e l a c i d n  de  productos 
se deduce que l a  r e l a c i 6 n  de reac t iv idades  es apenas de 3:l. Por 
4 l o  t an to  no s e r f a  pos ib le  obtsner el A -3-cetoesteroide como 6nico 
producto de hidrogenacibn, u t f l i zando  e l  c a t a l i z a d o r  de rodio.  
Cuando s e  prolong6 e l  tiempo de hidrogenacidn a 136 hs 
s e  obtuvo como 6nico producto el 'd ihidroesteroide acompafiado 
de  t r a z a s  de 1 1/3-hidroxiprogesterona (2) .  La configuracidn d e l  3- 
c e toes te ro ide ,  exclusivamente 5EI, fue determinada por RMN- 'H y RMN- 
La imposibi l idad de impedir e l  ataque d e l  doble enlace 
4,5 modificd levemente l a  secuencia de s i n t e s i s  de Ilp-hidroxi-preg 
na-1,4-dien-3,20-diona (10) marcadd ya que es posib le  oxidar  3-ceto 
e s t e r o i d e s  a mus correspondientes  A' ~ ~ - d a r i v a d o s ,  u t i l i z a n d o  
como reac t i v o  39. Last reaoekones desc r ipkas  a& respec t o  u t i l i z a n  
como so lven te  dioxano. S in  embargo s e  dec id i6  u t i l i z a r  benceno dg 
bido a s u  menor punto de ebu l l i c ibn  y mayor s e l e c t i v i d a d ,  demostrg 
1 da en la s i n t e a i s  de A -1 7d-hidroxiprogesterona (11) (11.2, I . ,  p&g. 
36). 
Realizada l a  reacc ibn  se logr6,con rendimiento similar 
a1 obtenido a p a r t i r  de 1 la-hidroxiprogesterona (21, e l  A' -esteroL 
de  ( 1 ~ )  esperado, observsndose 6ste como dnico produc t o ,  acompaiia- 
do so lo  por t r a z a s  d e l  compuesto de oxidacibn intermedi~ 2. 
De trabajarse con 3 ~ 2  en l u g a r  d s  ' H ~  durante l a  reduccibn 
( f i g u r a  26)  se product r ia  l a  marcacibn en posicionee 4,5,6,7 (corn- 
puesto &). La estereoquirnica de l a  hilrogenacl6n para l a  c a t g l i s i s  
Finuura &: secuencia de s i n t e s i s  de 1 l/%hidroxi-pregna-1 ,+dieno 
-. 
j,20-diona (m) a p t a  para su marcacibo con 3 ~ .  
homog6nea con Rh(PPh,),Cl i n d i c a  que  se produce e n t r e  un 30 y un 
d 2 
67 % de adic idn  cis para ciclohexenos s ~ s t i t u i ~ o s  77. For l o  t an to  
s e r i a  i n c i e r t a  l a  configuraci6n de 10s Qtomos de t r i t i o  de las po- 
s i c i o n e s  4,6,7 ( e l  t r i t i o  de posicidn 5 a d o p t d a  l a  con.f3,guraci6n 
d. En cambio l a  Dm produce l a  eliminacibn de 10s hidrbgenos trans 
d i a x i a l e s  4p75d 397 l lev indose  toda l a  marca de C 5  y p a r t e  de la 
de  C 4  ( s o l o  l a  d e  configuracibn P ) .  Puedaria entonces l a  marca de 
C6, C7 y l a  de posicibn 4d (compuesto a) ( f i g u r a  2 6 ) .  
La secuencia descripta permitiria l a  obtencidn d e  1 la 
hidroxi-pregna-1,4-dien-3,20-diona (1_0) fuertemante marcada (m6s 
d e  dos Btornos de 'H por rnol6cula). 
11.4. S i n t e s i s  de 20-rneti lenesteroides por reacc ibn  de  Wit t ig;  
GEMrnALI DADES : 
En 10s e s t u d i o s  r e s l i z a d o s  por R M N - ' ~ C  sobre  l a  confor- 
macibn de l a  cadena l a t e r a l  de 20-cetoesteroides 17d y/o 2 1 - h i d r ~  
x i l a d o s  que se discuten  en e l  c a p i t u l o  111 ( ~ 8 g .  2441, r e s u l t a r o n  
de suma u t i l i d a d  10s 20-metilenan&logos de 10s mismos, 10s cua les  
debieron s e r  s in te t i zados .  
In ic ia lmente  s e  pens6 que e l  m6todo m&s simple de  obte- 
n e r  20-metilenesteroides e r a  a t r av6s  de una reaccidn de Wit t ig  78 
sobre 10s 20-cetopregnanos correspondientes ,  u t i l i z a n d o  Ph3P=CH2 
como i l u r o  a tacante .  
Se t r a b a j d  eon progesterona (1) y su  derivado h i d r o x i l g  
d o  en posicibn 17.Enesoscasos era de esperarse  que l a  reaccibn de 
Wi t t ig  se produjera  sobre 10s dos sistemas ea rbon i l i cos  presentes .  
Es te  hecho no ser ia  inconveniente pues l a  modificaci6n de un grupo 
funcional  en e l  a n i l l o  A d e l  e s t e ro ide  no a f e c t a  rnayormente e l  corn 
portamiento de l a s  seiiales correspondientes  a 10s carbonos de l a  
cadena lateral  d e l  mismo. 
4 Pos te r io rnen te  se eliminb e l  s is tema b, -3-ceto de 10s es 
t e r o i d e s  anter iormente mencionados, previamente a l a  r e a c c i h  d e  
Wit t ig ,  por razones que se discuten  mas adelante .  
Finalmente se ensay6 l a  reaccibn de Wittig sobre e l  3- 
b e n c i l t i o e n o l e t e r  de progesterona (a) (ver estruc t u r a  en figura 29, 
pBg. 8 6 ) .  
RESULTADOS Y DISCUSION: 
Comenzando con e l  es t ero ide  m & s  simple d e  l a  s e r i e  i n i -  
c i a 1  se realiz6 l a  reaccihn de Wittig sobre progesterona (11, ob- 
tenisndose  con muy buen rendiniento e l  dimet i l en  derivado ( f i -  
gura 27). 
Este produc to  fue facilmente purif ieado por cromatografia 
en columna ya que, dada su muy baja polaridad,  se eluy6 con hexano, 
quedando re t en idas  todas las  impurezas. 
F i m r a  22: Reaccibn de Wit t ig  sobre progesterona ( 1 )  y su  17d-hidrp 
xiderivado (5 )  . 
Esto r e s u l t 6  summente ventajoso ya que debib t r a b a j a r s e  
rapidamente debido a l a  poca e s t a b i l i d a d  d e l  e s t e r o i d e ,  e l  c u a l  s e  
descompone a temperatura ambient8 en contact0 con e l  a i r e ,  dando 
una compleja mezcla de sus tanc ias  m i i s  polares.  Por e s t a  raz6n debi6 I 
ser guardado ba jo  atmbsfera de ni t rbgeno a -20°C. 
La i n e s t a b i l i d a d  d e l  e s t e r o i d e  formado r e s i d e  p r i n c i p a l  
mente en e l  s is tema conjugado d e l  a n i l l o  A e l  c u a l ,  por ejemplo, 
s u f r e  reacc iones  de isomerizaci6n (espontgnea o ace lerada  por ca- 
Cuando se i n t e n t 6  s i n t e t i z a r  e l  17othidroxiderivado &, 
a p a r t i r  de 17obhidroxiprogesterona (2 )  en i g u a l e s  condiciones de 
reaccibn,  se obtuvo como producto rnayoritario e l  3-metilen-20-ceto 
e s t e ro ide  (82). Solo s e  de tec t6  e l  compuesto deseado como impureza 
minor i ta r ia .  E l  producto de reacci6n & fue sometldo nuevamente a 
l a s  condiciones da reaccibn de Wit t ig  obteni6ndoseY con ba jo  rend& 
miento (5  %) e l  d i n e t i l e n e s t e r c i d e  buscado ( f i g u r a  27). 
I n t e n t o s  de  mejorar e l  rendimiento de l a  reacc ibn ,  por 
aumento d e  l a  proporci6n de  i l u r o  o prolongaci6n d e l  tiempo de 
reaccibn,  fueron inf ruc tuosos  pues se produjo l a  descomposici6n 
de  10s es te ro ides ,  debido a l a  i n e s t a b i l i d a d  de l a  funcionalidad 
d e l  a n i l l o  A .  
De 10s t r e s  3 - m e t i l e n - ~ ~ w e s t e r o i d e s  i n t e t i z a d o s  (&, & 
y 52) no se encontr6 descr ipc ibn  alguna en l i t e r a t u r a ,  
Con e l  f i n  de aumentar l a  e s t a b i l i d a d  de 10s e s t e r o i d e s  
con 10s cua les  se t raba jaba ,  se decid ib  el iminar  l a  funcionalidad 
4 d e l  a n i l l o  A (A -3-ceto e l  cua l  por reacci6n de Wit t ig  produce e l  
4 inestable 3-metilen-A 1, teniendo en cuenta que para 10s estudios 
espectrosc6picos, para 10s que se requerian 10s esteroides, no i~ 
portaba la sustituci6n del anillo A, 
Comenzando nuevamente con progesterona (1) se preparb el 
benciltioenoleter correspondiente (84) 80, &1 cual fue eliminado con 
W-2 nlquel Raney, obtenidndose una compleja mezcla de 20-cetopreg- 
nanos con distinto grado de insaturaci6n. Dadas las particulares 
caracteristicas de este producto, la reacci6n de eliminacibn fue 
estudiada en mayor detalle como se discutirA en II,6. (p&g. 96). 
Las estructuras de 10s componentes del producto obtenido se resumen 
en la figura 35 (p&g. 99). El producto de eliminacibn fue hidroge- 
nado utilizando P d / C  como catalizador , obtenigndose el 20-cetopreg 
nano (24) requerido. 
El compuesto & fue sometido a la reaccibn de Wittig en 
las condicidnes empleadas anteriormente , ob tenidndose con muy buen 
rendimiento el 20-metilenesteroide correspondiente (88) ( figura 28). 
Como era de esperarse el producto obtenido fue mucho m8s 
- .  
e stable gue el 3-metilen-A4-esteroide correspondiente (&) , no ob- 
servand~se descomposici6n del mfsmo a temperatura amblente. 
Del mismo modo se aplic6 la secuencia benciltioenoleter- 
eliminaci6n-hidrogenacibn sobre li#-hidroxiprogesterona (3) para 
la obtencibn de 17d-hidroxi-20;cetopregnano (gpl( figura 28) sobre 
el cual se realiz6 la reacci6n de Wittig. A1 cab0 de la misma se 
recuper6 m&s del 90 % del esteroide de partida, observ6ndose el prg 
ducto deseado en f o m a  minoritaria. Nuevos intentos de mejorar 
la conversihn de la reacci6n fueron infructuosos como en el caso 
* 
de la 20-metilenacibn del 17d-hidroxi-3-metilen-pregn -4-en-20-ona 
I 91 R=OH Ni Raney 
- .  
a: S i n t e s i s  asauemhtica de 20-cetopregnano (a) y so 17&- 
hidroxiderivado (8q) y reaccibn de Wittig sobre 10s m i s  
( H Z ) ,  salvo que en e s t e  easo se recuperd e l  estwoide de partida en 
lugar de producirse su descomposici6n. 
La tabla 11-5 resume 10s resultados obtenidos en las re= 
c iones  de Wittig para 10s d i s t i n t o s  sustratos .  
No existen mayormente en l i t e r a t u r a  trabajos que indiquen 
l a  inf luencia  de hidroxi los  presentes en l a  cetona sobre e l  rendi- 
T a b u  11-5: Sfntesis de metilenesteroides por reaccibn de w i t t i  g. 
(a) ver estructuras correspondientes en las figuras 27, 28 y 29, 
(b) product0 puro aislado. 
miento de la reaccibn. Sondheimer y Mechoulen 79 indicaron que el . 
















rendimiento de la reaccibn de Wittig sobre 3fi-hidrbx2~ahd~o~k-5-..  
da*J?~ona ( ~ 1 )  es mayor cuando se protege el hidroxilo por forma- 
cidn del tetrahidropiranlleter correspondiente &4)(44 % frente a 
36 % de rendimiento). Sin embargo las diferencias indicadas resul 








Es poco probable que e l  e f e c t o  d e l  hidroxilo-17 sabre 3a 
reacc i6n  de Wit t ig  en C 2 0  s e a  de t i p 0  e s t h r i c o  ya que e l  angl i s i s  
por  d i f r acc i6n  de rayos X d e l  e s t e r a i d e  81 indic6  que l a  cadena 1s 
t e r a l  d e l  mismo s e  o r i e n t a  de  Zorma t a l  que e l  oxigeno-20 s e  encneg 
t ra  hacia l a  c a r a p  d e l  e s t e ro ide ,  formando un Qngulo d iedro  pequg 
Ao con l a  uni6n C16-C17,  mientras  que e l  h id rox i lo  se d i r i g e  hac ia  
l a  c a r a d .  f)e todos modos e l  e f e c t o  Bnhibitorio d e l  hfdroxilo-17d 
sobre l a  reacci6n de Witt ig  se r e s t r i n g e  a una regidn d e l  esteroide 
4 cercana a1 mismo, ya que l a  reaccidn sobre e l  sistema A -3-ceto de 
1 70dhidroxiprogesterona (5 )  t r a n s c u r r i 6  en f orma normal. 
Debido a 10s bajos  rendimientos observados en l a  reaccidn 
de Wit t ig  con 17d-hidroxiesteroides,  se decidi.6 cambiar e l  t i p 0  de 
r eacc i6n  u t i l i z a d a  para i n t r o d u c i r  e l  metileno e n  posicidn 20. Pa- 
ra ello s e  empleb l a  reacci6n de 106 176 y/o 21-hidroxi-20-cetoeg 
'%) como se d i s c u t i r 5  en e l  s igu ien te  t e r o i d e s  con complejos (Zn- 
4 punto de e s t e  c a p i t u l o ,  obtenihndose 10s A -3-ceto-20-metilenest2 
r i o d e s  correspondientes.  S i n  embargo por ese metodo no es posib la  
s i n t e t i z a r  e l  20-metil-pregna-4,20-dien-3-ona ( ~ f i ) ,  necesar io para 
completar l a  serie de e s t e r o i d e s  requerida para 10s es tud ios  espes 
t roscbpicos  sobre l a  conformacih  de l a  cadena l a t e r a l  qua se d i s -  
c u t e  en e l  c a p i t u l o  111 (p6g, 244). Por lo t a n t o  se decid i6  prote- 
g e r  e l  carbonilo-3 y emplear l a  reaccibn de Wi t t ig  sobre C 2 0  ya 
d i s c u t i d a .  
Como pro tec to r  e spec i f i co  d e l  carbonilo-3 en presencia  
d e l  de C2O se habia ensayado con an te r io r idad  l a  transformaci6n d e l  
80 mismo en e l  b e n c i l t i o e n o l e t e r  correspandiente  (84) . Este proteg  
t o r  es estable en medio bgsico y por l o  t a n t o  a las  condiciones de 
4 reaccfen ,  siendo f & i l  l a  regeneracibn de l  sistema A -3-ceto par  
h i d r 6 l i s i s  dcida suave. 
La reacci6n de & con Ph P=CH2 d i o  como resu l t ado  e l  20- 3 
meti lenes tero ide  (z) correspondiente con un buen rendimiento ( t a -  
b l a  11-5, p&g. 841, cuya h i d r 6 l i s i s  f i n a l  produjo e l  20-metilopreg 
na-4,20-dien-3-ona (a) (rendimiento g lobal :  70 %) ( f i g u r a  2 9 ) .  
Es ta  d e s c r i p t a  en l i t e r a t u r a  '' l a  s i n t e s i s  de ql por r 
reaccibn de Wittig, u t i l i z a n d o  como pro tec to r  e l  grupo e t i l i d e n d i q  
xi.  En cambio de 92 no s e  encontr6 r e f e r e n c i a  alguna, 
Fieura a: s i n t e s i s  de 20-me til-pregna-4,20-dien-3-ona (2). 
Todos 10s 20-metilenesteroides sintetizados presentaron 
la particularidad de tomar una coloracibn azul cuando se 10s revg 
16 con H2S0,+ (50 %) en cromatografia en capa delgada, sin necesi- 
dad de calentamiento. Esta caracteristica serfa propia del grupo 
20-metileno y no de metilenderivados en general, pues el 3-metilen 
anilogo de 17d-hidroxiprogesterona (3) reveld de color marron, rs 
ci6n luego del calentamiento a 105OC de la placa cromatogr6fica 
rociada con H2S04 (50 %I. 
11.5. S i n t e e i s  de 20-metilenesteroides por reaccidn con complejos 
GENERAL1 DADES : 
Es baetante  conocida l a  reaccidn de Simmons-Smith 82 de 
formacidn de ciclopropanos a p a r t i r  de o l e f i n a s  u t i l i z a n d o  l a  cu- 
pla Zn(Cu) y CH212 (Gltimo paso de l a  secuencia indicada  en l a  fh 
gura  30). El r e a c t i v o  mencionado puede reaccionar  tambign con c e t p  
n a s  para dar 10s gem-ciclopropanos correspondientes.  En e s t e  caso 
l a  reaccidn t r a n s c u r r i r f a  a t r a v h s  d e l  ne t i lender ivado correspon- 
d i e n t e s ,  e l  cual  reacc ionarfa  con m & s  r e a c t i v o  para da r  e l  c ic lo -  
propano. 
Es ta  transformaci6n de cetonas en gem-ciclopropanos s o l o  
s e  produce con buen rendimiento cuando e x i s t e  un grupo h i d r o r i l o  
en  posicidn d a  l a  cetona ya que l a  unidn d e l  h i d r o x i l o  con e l  
complejo de Zn u b i c a r i a  al mismo en posicidn 6ptima para e l  ata- 
que del carboni lo ( f i g u r a  30). 
En e l  primer ataque se involucra  a especies  d e l  t ipo 
-zn-CH2-Zn- mientras que la conversidn f i n a l  d e l  metilenderivado en 
e l  gem-ciclopropano se adjudica a especies  d e l  t i p 0  I-CH2-Zn-I, mHs 
r e a c t i v a s .  
E l  primer t i p 0  de complejos r equ ie re  mayor tiempo para 
0 
s u  formaci6n, as5 como tambign mayor csnt idad de Zn. Por l o  t a n t o ,  
preparando e l  complejo con an te r io r idad  a l a  reacc ibn  y en presen- 
c i a  d e  exceso de Zn s e r i a  pos ib le  minimizar l a  cant idad de comple- 
j o s  d e l  t i p 0  I-CH2-Zn-I, obteni6ndose como product0 e l  matilender& 
Fistura x: Mecanismo de la reaccidn de Simmons-Smith sobre 6-hidrc 
xicetonas. 
vado, 
Fried y colaboradores 83 ensayaron la reaccibn sobre 17& 
hidroxiprogesterona ( 3 ) .  Cuando utilizaron el comple jo de Zn(Cu) + 
CH212 luego de una hora de calentamiento a reflujo en Cter etilico, 
obtuvieron con un 89 % de rendimiento el 20,20-etanode~ivado (s) 
(figura 31). En cambio cuando el calentamiento a reflujo previo se 
prolong6 por 4 hs, el product0 aislado con un 93 % de rendimiento 
fue el 20-metilenesteroide ( q ~ )  ( f i gu ra  31)- 
Ffnura 2: Reacci6n de 17d-hidroxiprogesterona (3) con comple jos 
(Zn-CH2) obtenidos en d i s t i n t a s  condiciones ( r e f e r a n c i a  
83). 
La reacc i6n  o r i g i n a l  de ciclopropanacl6n 82 i n d i c a  que 
puede u t i l i z a r s e  t a n t o  CH21Z como CH2Br2 como dador del grupo rney  
leno, siendo e l  primer0 mhs efec t ivo .  
Una reaccidn similar a la anterior per0 que u t i l i z a  l a  
cupla Zn(Pb) en lugar  de l a  Zn(Cu), se encuentra d e s c r i p t a  como eg 
p e c i f i c a  para  l a  preparacidn da 20-mqtilenesteroides 84. En l a  pa- 
t e n t e  de este m6todo f i g u r a  l a  s f n t e s i s  t an to  de 92 como de 20-h& 
droxime til-pregna-4,20-dien-3-ona (98) , indicgndose la posibilidad 
de utilizar tanto CH212 como CH Br En cambio no existen referen- 2 2' 
cias acerca de 1.7o(-hidroxi-20-hidroximetil-pregna-4,20-dien-3-ona. 
(gp). 
El Zn activado en la formaci6n de la cupla con Pb reac- 
ciona con el dihalometano para producir el cornplejo soluble esqus 
rnatizado en la figura 32, se&n la reaccibn estequiom6trica que se 
indica. 
X = Br, I, 
F i m r q  X :  Formacidn del comple jo ( Zn-CH2) en tetrahidrofurano (m) 1 
utilizando la cupla ~n(Pb). 
El complejo J.QQ posee 10s grupos -Zn-CH2-Zn- capaces de 
transformar una cetona en el metflenderivado, como se discutiera 
anteriormente, pero incapaces de atacar el doble enlace formado 
para dar el gem-ciclopropano. 
RESULTADOS Y DISCUSION : 
Cuando se calentd a reflujo la cupla Zn(Co) 85 (polvo 
gris rojizo) con CH2Br2 en &ter etilico, el precipitado tom6 con- 
sistencia gomosa. Se procedid a1 agregado del esteroide (10s ensa 
yos se llevaron a cab0 con 17d-hidroxiprogesterona (z)), obteni6g 
dose luego de 40 hs el Z0,PO-etanoderirado (s) con un 50 % de rez 
dimiento. 
La deterrninacibn de la presencia 6 no del ciclopropildg 
rivado en las distintas reacciones ensayadas, durante la puesta a 
punto del metodo se llevd acabo por W-'8. En 10s eapectros se oh 
servb una seiial a & 0,58 ppm, que integraba para cuatro hidrbgenos, 
correspondiente a 10s metilenos del ciclopropano, mientras que la 
sea& del metilo-21 apareci.6:-a 6 0,99 ppm. 
Posteriormente se repiti6 18 reacci6n utilizando CH212 
en Gter etilico, obteni6ndose nuevamente el gem-ciclopropano s. 
Los resultados se encuentran resumidos en la tabla 11-6 
La preparacidn del comple jo ( z ~ - C H ~ )  se realiz6 primer0 
en las condiciones dascriptas 84 ( 1  equivalente de a=etato de plp 
mo, 2 equtvalentes de Zn y 1 equivalente be CH2X2, una hora a tea! 
peratura ambiente) utilizando CH2Br2 6 CH212. 
La soluci6n del complejo 100 se ensay6 sobre 170thidroxL 
progesterona (5) en cantidades equivalentes y con exceso de react$ 
vo, logrhdose en este dltimo caso mejor reproducibilidad y rendi- 
miento global. En ambos casas se obtuvo una mezcla de product06 cu_ 
yo compone.nte principal era el 20,20-etanoderivado s, observindo- 
se una pequefia cantidad del metilenesteroide qZ. 
El espectro da W N - ' ~ C  del ciclopropilesteroide presenta 
la ventaja de no poseer seiiales en la regibn 105-145 ppm, donde a& 
sorben 10s carbonos olefZnicos del grupo 20-metilen, por lo cual 
estos filtimos pueden ser facilmente identificados en una mezcla 
con el ciclopropilderivado (la sefial mas notoria de estos es la 
que aparece a 6,40 ppm correspondiente a uno de 10s metilenos 
del ciclopropano) . 
El resultado anterior indic6 la presencia de gran propor 
c i6n  de componentes del tip0 I-CH2-Zn-I de gran reactividad y res- 
ponsable de la transformacidn del 20-metilenesteroide qZ en el gem 
ciclopropilderivado 94. 
Para desactivar el complejo se decidi6 dejar mis tiempo 
la mezcla de prepsraci6n del complejo (4  hs) a temperatura ambieq 
te antes de la utilizacibn de la soluci6n correspondiente (por s& 
militud a lo propuesto an el caso del complejo Zn(Cu)). En ese mi! 
yor  fiempo las  formas m & s  a c t i v a s  d e l  complejo se combinarian en- 
t re  si, captando m&s z n - y  dando las  especies  causantes  de l a  metL 
lenacibn,  per0 impos ib i l i t adas  de l a  reaccidn pos te r io r .  
Ensayadas dichas condiciones s e  obtuvo como product0 p r i a  
c i p a l  e l  20-metilenestero3.de deseado impurificado por e l  20, 
20-etanoderivado s, d e l  cua l  no pudo ser separado. 
La impurif icacibn con e l  gem-ciclopropilesteroide i n d i c e  
que aGn e x i s t i a n  r e s t o s  de l a  forma ac t iva .  Esto podria  deberse a 
que e l  Zn no fuera  s u f i c i e n t e  para transformar todas l a s  fomnas 
m6s a c t i v a s  en e l  cornplejo deseado (m). La estequiometr ia  de 
l a  reaccibn ( f i g u r a  32) i n d i c a  que s e  neces i tan  2 equivalentes de 
Zn por equivalente  de CB2X2. Esa fue l a  proporcibn exactamente a- 
gregada. Sin  embargo no debe o lv ida r se  que durante  l a  ac t ivac idn  
d e l  Zn, s e  produce l a  deposicibn de Pb mediante una reaccibn redox 
que consume Zn. Por l o  t a n t o  e l  Zn en rea l idad  s e  encon t ra r i a  en 
menor proporci6n que l a  necesar ia ,  l o  c u a l  hace que quede una c i e ~  
t a  proporcidn de I-CX2-Zn-I, responsable de l a  ciclopropanacibn. 
Por e s t a  razdn s e  dec id i6  aumentar l a  r e l a c i b  Z n / C H 2 ~ 2 ,  
disminuyendo l a  cant idad de CH212 agregada (de 20 a 15 mmoles para  
40 mmoles de Zn). De e s t e  modo, aunque s e  produjera l a  deposici6n 
d e l  50 % d e l  Pbc cont el$-consigufentel  consumo de  Zn (10 mmoles) , e l  
remanente d e  e s t e  metal a6n s e r f a  s u f i c i e n t e  para l a  transformaci6n 
t o t a l  del complejo en l a  forma menos a c t i v a .  
En d ichas  condiciones l a  reaccibn d e l  complejo 100 con 
e l  17o(-hidroxiesteroide f produjo e l  20-rnetilenesteroide deseado 42 
como componente mayor i ta r io  de una mezcla donde no se obsarv6 e l  
gem-cfclopropilderivado s. 
Una vez puesta  a punto l a  reaccibn,  se r e p i t i b  con s i m &  
l a r  r e su l t ado  sobre I 1  -desoxicort icosterona (4) y cortexolona ( 2 ) .  
L a  s i n t e s i s  d e l  20-metilenderivado de e s t e  Gltimo es te ro ide  (corn- 
puesto =) f u e  l a  que s e  fogrd con me j o r  rendimiento (80 %I presx  
rniblemente debido a l a  doble ac t ivac idn  d e l  carbonilo-20 por l a  
presencia  s imultsnea de 10s h id rox i los  17a(y 21 a 10s cua les  s e  q 
n i r f a  e l  Zn complejo. 
Los r e s u l t a d o s  se resumen en l a  tabla 11-6. 
Tabla 11-6: Reaccibn de 170( Y/O 21-hidroxi progesteronas con corn- 
p l e j o s  (Zn-CH2) obtenidos en d i s t i n t a s  condicioaes. 
R' a' 
Est .  (a) Cupla CH2X2 Solvente t (b)  
- 
3 Zn(Cn) CH2Br2 E t e r  4 he -- 50 % 
3 Zn(Cu) CH212 Eter 4 he -- 50 fX I  
3 Zn(Pb) CH2Brr THF 1 h 20 % 40 % 
2 Zn(Pb) CH212 THF 1 h 25 % 40 % 
3 Zn(Pb) CH212 THF 4 hs 45 % 20 S/o 
3 Zn(Pb) C H ~ I ~ ( C )  THF 4 h.5 60 % -- 
4 Zn(Pb) cIZ212(c) THF 4 hs 70 96 -- 
2 Zn(Pb) CH212(c) THF 4 hs 80 % -- 
I - 
( a) Estero ide  de par t ida .  v e r  estructuras~~c~rrespondientes en figg 
ra 1 ,  p5g. 4. 
(b) Tiernpo de preparacibn del complejo. 
84 (c) Menor proporci6n d e  CH212 que l a  d e s c r i p t a  . 
11.6, Reacci6n de 3-benciltio-pregna-3,>dienn20-ona y su 17ot-hidrq 
xiderivado con Niquel Raney de distinta actfvidad, 
GENERAL1 DADES : 
Como se indicara en 11.4, (pbg. 811, dos de 10s sustratos 
sobre 10s que se ensay6 la reaccibn de Wittig con v i s t a  a obtener 
20-metilenesteroides, fueron 20-cetopregnano (24) y su derivado 17d 
hidroxilado (&). Como tambi6n se mancionara entonces, dichos estg 
roides fueron preparados a partir de prbgesterona (1) y 17d-hidrg 
xiprogesterona (3) respectivamente, mediante una secuencia de trang 1 
4 formaci6n especffica del sistema A -3-ceto en el benciltioenol6ter 
correspondiente, sn eliminacibn con 8-2 niquel Raney y finalmente 
hidrogenacibn del product0 resultante utilizando P d / C  como catal& 1 
zador. Esta secuencia fue descripta por Rosenkranz y colaboradores 80 ~ 
en 1941, para 10s dos esteroides en cuestibn as5 como para 21-acet~ 
xiprogesterona (a). 
Estos investigadores informaron que en la eliminaci6n con 
W-2 niquel Raney de 10s benciltioenol6teres se obtenia como finico 
producto 10s 3,5-dienos correspondientes ( figura 33). En el caso 
del 21-acetoxiderivado observaron la hidrogenacihn parcial del dig 
no, no pudiendo mejorar la calidad del producto reduciendo el tiem 
Rosenkranz y colaboradores habian informado dos afios a& 
t es 86 la eliminacidn del benciltioenol6ter de androsta-4-en-3,1?- 
diona (compuesto m, figura 34) utilizando W-2 niquel Raney previg 
mente desactivado por calentaeiento a reflujo en acetona ( 1  hora) 
Fiaurq z: Sfntesis de 3,5-dien-esteroides por eliminacibn de 3-beg 
ciltio-3,5-dienos (referencia 80). 
F i m r a  a: Reaccibn de 3-benciltio-androsta-3,5-dien-17-ona (101) 
con niquel Raneg de distinta act iv idad ( referencia  86). 
dando luggr  a1 3,5-dien-es teroide cor respondien te  (104). U t i l i z a g  
d o  e l  metal  to ta lmente  a c t i v o  ( en  e t a n o l  o  dioxano) s e  producia  l a  
el irninaci6n del t i o e n o l 6 t e r  acomgaiiada de l a  kidrogenacibn t o t a l  
d e l  e s t e r o i d e ,  o b t e n i k d o s e  como 6nico  product0 androstan-17/3-01 
(105) ( f i g u r a  34). e 
RESULTADOS Y DISCUSION:  
. - 
La s i n t e s i s  de 10s b e n c i l t i o e n o l & t e r e s  d e  proges te rona  
y 17d-hidroxiprogesterona (conpuestos  & y fl) se r e a l i z b  por  r e a c  -
c ibn  de e s t o s  e s t e r o i d e s  con bencilmercaptano en benceno anhidro/  
e t a n o l  a b s o l u t o ,  u t i l i z a n d o  c l o r h i d r a t o  de p i r i d i n a  coao c a t a l i z a  
do r  80. 3 s t e  c a t a l i z a d o r  permite l a  forrnaci6n de b e n c i l t i o e n o l 6 t g  
4 r e s  sobre  C 3  en s i s t e r r a s  A -3-ceto, s i n  a f e c t a r  e l  c a r b ~ n i l o - 2 0  
n i  l a  formaci6n d e  mercaptoles ,  como sucede cuando s e , u t i l i z a n  o- 
87 t r o s  c a t a l i z a d o r e s  como e l  ZnC12 . 
En l a  elirninacibn de 10s t i o g t e r e s  34 y 91 con w-2 n i q n e l  
Raney, recientemente  preparado 85, en ace tona  a r e f l u j o ,  no se ob- 
t uv i e ron  10s dienos  102 y ind icados  e n  l a  r e f e r e n c i a  80, E l  pro 
duc to  d e  r eacc ibn  c o n s i s t i b  en una mezcla de  20-ceto pregna-nos en 
l a  c u a l  se i d e n t i f i c a r o n  10s e s t e r o i d e s  i nd i cados  en l a  f i ~ u r a  35 
(17d-hidroxian$logos en e l  caso de a), e l  ~ & s  impor tzn te  de  l o 6  
2 
cuales r e ~ u l t b  ser  e l  A -derhvado (110). 
De todos  modos, para  l a  p reparac idn  de 20-cetogregnanos 
(& y &) no irnportaba si e l  oroducto de el.iminaci6n s e  t r z t a b a  d e l  
d ieno previarnente d e s c r i p t o  o de una mezcla de 20 -ce toes t e ro ides ,  
Insaturaciones 
Fiffura IfS: Componentes de la mezcla de reacci6n de 3 - b e n c i l t i o - p e g  
na-3,5-dien-20-ona (84) con W-2 niquel Raney . 
ya que por hidrogenacidn de cualquiera de ellos se obtendria el cog 
puesto necesario. 
Sin embargo la obtencibn de pregn-2-en-20-ona (110) como 
product0 principal de eliminacibn implicaba ademHs de la hidroge- 
naci6n parcial del e s t e r o i d e ,  la migracibn de  la insaturaci6n ha- 
cia dicha posici6n. Por lo tanto se decidi6 estudiar en m & s  detalle 
e l  mecanismo por e l  cua l  s e  produjo e s t e  e s t e r o i d e  en l a  reacci6n. 
Para e l l o  fue menester i d e n t i f i c a r  totalmente l o s  c o m p ~  
nen tes  de  l a  mezcla de eliminacihn, ya mencionados anter iormente,  
asi como l a  r e a l i z a c i b n  de reacciones s i rn i la res  que br indaran in-  
formacihn acerca  d e l  proceso observado, y l a - s f n t e s i s  de e s t e r o i -  
d e s ,  necesar ios  para confirmar l a  i d e n t i f i c a c i b n  de las as t ruc tu -  
r as a i s l a d a s ,  
La eliminacidn del b e n c i l t i o e n o l e t e r  de 17d-hidroxipro- 
ges terona  u t i l i z a n d o  W-2 niquel  Raney produjo una mezcla s imilara 
l a  obtenida en e l  caso de l a  eliminaci6n d e l  derivado de progestg 
rona (10s 17d-hidroxiesteroides obtenidos s o l o  fueron anal izados  
por  R M N - ' ~ C  en l a  mezcla s i n  sepa ra r ) .  Los es tudioa  p o s t e r i o r e s  
s e  r e a l i z a r o n  u t i l i z a n d o  s o l o  10s derivados de progesterona como 
s u s t r a t o .  
11.6.1. Reaccibn con nlquel  Raney desactivado: 
La reacci6n de eliminaci6n d e l  benc i l t ioeno l6 te r  de pro 
gesterona ~compuesto &I u t i l i z a n d o  n ique l  Raney desact ivado por 
calentamiento a r e f l u j o  en acetona durante  una hora 86, previo  a1 
sgregado d e l  e s t e ro ide ,  d i o  un producto homogbneo por cromatagra- 
f f a  en capa delgada conventional ( s i l i c a g e l )  y en s i l i c a g e l  impreg 
nada con AgNOj. S in  embargo cuando se someti6 e l  producto a l a  c r o  
rnatografia l i q u i d a  ds a l t a  resoluc i6n  ( c l a r f  , u t i l i z a n d o  una colupl 
na Ultrasphere  ODs y metanol/agua (95: 5) como so lven te  s e  observd 
que se trataba de una mezcla de tres componentes en una r e l a c i b n  
87:3:10 ( f i g u r a  3 6 ) .  
a u r a  s: Cromatografia l i q u i d a  de a l t a  r e s o l u c i b n  del producto 
de  r eacc idn  e n t r e  3-ben~iltio-pregna-3~5-dien-2O-ona y 
n i q u e l  Raney desact ivado,  
. . 
Los e s t e r o f d e s  separados  por c l a r  u t f l i z a n d o  e l  mismo. 
sistema crornatogr&fico, fueron w a l i z a d o s  por  * . m e ,  RMN-I k y R I I N - ' ~ C .  
El componente p r i n c i p a l  ( p i c o  I de  l a  f i g u r a  36) fue c o ~  
parado espectroscbpicamente con e l  pregna-3,5-dien-20-ona (102) sip 
80 t e t i z a d o  por  desh id ra t ac idn  de pregnenolona ( ~ f i 3  como se i n d i c a  
e n  l a  p5gina 116, coinc id iendo  to ta lmente  con e l  mfsno. Las p r i n c i  
1 p a l e s  sefiales de 10s e s p e c t r o s  de masa, RMN- H y RMI-'~C de estos 
produc tos ,  as% como de 10s o t r o s  aislados de las  mezclas de  reac- 
c idn  con nxquel  Baney en l a s  d i s t i n t a s  condic iones  ensayadas,  se 
encuent ran  resumidas en las tablas 111-1 1421, 111-8 ( ~ 5 ~ .  
180 y 111-1 1 202) respectivamente,  d e l  c a @ i t u l o  111 donde 
se presenta  un de ta l l ado  a n a l i s i s  comparativo de las  mismas. 
El espect ro  de masa d e l  pico~TI, .componente de menor pro  
porciQ,  presentaba un i 6 n  molecular a d z  300 c a r a c t e r i s t i c o  de 
20-cetopregnanos monoinsaturados. El espec t r o  RMN-I H presentaba las 
sefiales c a r a c t e r i s t i c a s  de 108 meti los  no acoplados (metilos-18, 19 
y 21). Las dos primeras coincidieron con 10s v a l o r e s  calculados pg 
r a  pregn-4-en-20-ona (108) a p a r t i r  de l a s  t ab laa  de e f e c t o  de sug 
t i t u y e n t e s  desa r ro l l ada  por Zcrcher 89, que s e  d i s c u t i r 6  en e l  cap$ 
t u l o  111 (pAg. 179). Tambi6n s e  observ6 una banda ancha a d 5,30 
ppm que in teg raba  para un s o l o  hidrdgeno, correspondiente a1 H4 ( e ~  
sanchada por acoplamiento con 10s hidrbgenos de C 3  y C6). 
El espect ro  de masa d e l  t e r c e r  componente de l a  mezcla 
( p i c o  111) present6 un i 6 n  molecular a m/z 300 i n d i c a t i v o  de 20- 
cetopregnanos rnonoinsaturados. E l  espect ro  R M N - ~ H  rnostr6 dos doblg 
tes en l a  regi6n  de dobles  en laces  ( d 5,28 y 5,56  ppm, J = 1  oHz), ti 
p ic0  de un compuesto insa turado cuyos hidrbgenos o l e f i n i c o s  se en- 
cuentran en configuracidn c i s  y en entornos quirnicos d i f e r e n t e s .  
E l  espect ro  coincide ademhs con las  sefiales d e l  producto secundario 
d e  l a  s i n t e s i s  de pregn -2-en-20-ona (110) como s e  d e t a l l a  en l a  
pdgina 116, para l a  c u a l  e s t &  d e s e r i p t a  l a  formaci6n de una p s  
quefia cant idad d e l  A3-derivado (en  e l  caso d e l  co les t e r i l an&logo) .  
Su espec t ro  d e  ' R M N - ~ ~ C  confirm6 l a  e s t r u e t u r a  propuesta 
ya que present6  una adecuada cor re lac ibn  con e l  espect ro  de ~ ~ - c ~  
l e s t a n o  (112) , en l a  regibn e s t e r o i d a l  equiva lente ,  d e s c r i p t o  por 
Eggert y Djerass i  91. Por l o  t a n t o  e l  t e r c e r  cornponente s a r i a  e l  
~ ~ - 2 0 - c e  topregnano (m). 
La mezcla de reaccibn con n ique l  Raney desactivado estg 
r i a  compuesta, entonces,  por pregna-3,s-dien-20-ona pregn- 
4-en-20-ona (-1 y pregn- 3-en-20-ona ( 1 ~ 9 )  en ese orden de e l u e  
cfL6n en clar. 
Posiblemente e l  product0 obtenido por Rosenkranz y c o l g  
boradores 80 u t i l i z a n d o  W-2 nhquel Raney sin desac t iva r  fueee si- 
milar a l  obtenido en las condiciones d i s c u t i d a s  (n ique l  Raney de- 
-. 
sac t ivado)  en e l  presente  t r a b a j o  ya que en ese  entonces hubiese 
s i d o  d i f f c i l  descubr i r  l a  presencia  de 10s e s t e r o i d e s  monoinsaturg 
d o s  que acompafian a1 dieno. Esto i n d i c a r f a  ademHs que e l  W-2 niquel  
Raney u t i l i z a d o  entonces se hallaba notablemente desactivado. 
La var iab i l idad  en 10s r e s u l t a d o s  de eliminacibn de  tie 
Bteres  con niquel Raney e s  f recuente  ya que l a  ac t iv idad  de e s t e  
metal  depende en gran medida de su origen p antigcedad 92,93 
11.6.2. Reacci6n con W-2 niquel  Raney: 
Cuando l a  eliminaci6n d e l  b e n c i l t i o e n o l & t e r  & fue r ea l& 
zada con W-2 ngquel Raney s i n  desac t iva r  s e  obtuvo una mezcla a h  
m&s compleja. 
E l  a n l l i s i s  por cromatografia en cabs delgada ind ic6  nus 
vamente que se t r a t a b a  aparentemente de un product0 homog6neo. S in  
, I 
embargo cuando s e  d e s a r r o l l b  en p lacas  d e  s i l i c a g e l  impregnadas eon 1 
AgNO s e  evidencib s u  heterogeneidad, notlndose l a  presencia  de por 3 
l o  menos cua t ro  componentes. E l  a n a l i s i s  par  c l a r  en nna columna 
R 9 j . 1  C18  HL u t i l i z a n d o  metanol como so lven te ,  cnnfirlrld que e l  p r ~  
ducto de reaccibn s e  t r a t a b a  de una mezcla (figura 37). 
En un i n t e n t o  de e luc ida r  completamente l a  composici6n 
de  l a  mezcla, so fraccion6 l a  m i s m a  por c l a r  prepara t iva  en t r e s  
f racc iones  correspondientes a1 pico I junto con e l  pequefio pico a2 
t e r i o r ,  e l  p ic0  I1 y e l  I11 ( f i g u r a  37). 
61 espect ro  RMN-'H de l a  f racc idn  de mayor tiempo de rg 
tencidn cpico 111, 15 % de l a  mezcla) , no presentaba ninguna sefial 
en l a  regi6n de 10s hidrbgenos o le f in icos .  Las iinicas s e l a l e s  des- 
t a c a b l e s  en e3 mismo eran 10s t r e s  s i n g u l e t e s  correspondientes a 
10s meti los  18, 19 y 21. Los mismos coincidieron con l o  d e s c r i p t o  
e n  l i t e r a t u r a  94 para 5~-pregnan-20-ona (a) y con e l  espeet ro  d e l  
componente p r i n c i p a l  de l a  mezcla obtenida por hidrogenaci6n d e l  
produeto de eliminaci6n (ver  m&s adelante) .  La f r acc i6n  fue anali.  
zada tambiin por e.m. obtenikndose un ibn  molecular i n d i c a t i v o  d e l  
e s t e r o i d e  saturado (m/z 302). Comparando e s t e  espect ro  con e l  obtg 
nido a  p a r t i r  del producto de hidrogenacibn y con d a t o s  de l i t e r a -  
Fimra z: Cromatografia liquida de alta resoluc i6n  del producto 
de reaccidn entre 3-benciltio-pregna-3,T-dien-20-ona y 
YJ-2 niquel Raney sin desactivar. 
t u r a  95,  se confirm6 totalrnente la estructura propuesta. 
El pico 1 (junto con el pequeiio pic0 anteriorI(5 k de la 
mezcla) fue analizado por cgomatografia gas-ltquido acoplada al er; 
pectrdaetro de masa (cgl-em), resultando estar formado por tres 
esteroides ( figura 38) . El anGlisis d e l  cromatograma correspondiea 
te mediante la t6cnica de barrido especifico de picos, indict5 que 
el mayor componente de este sistema era un esteroide monoinsaturg 
(a) Corriente i6nica total. 
(b) Barrido del pico m/z 300. 
( a )  Barrido del pico m/z 298. 
t 
Finurq a: Cromatografia gas-l~quido/espectrometria de masa del pj; 
co I (junto con el pequefio pic0 anterior) de la figura 37. 
do (i6n molecular m/z 300) mlentras que 10s otros dos correspondig 
ron a compuestos diinsaturados (16n molecular m/z 2981, posiblemee 
t e pregna-2,4-dien-20-ona (a) y pregna-3,5-dien-20-ona (1021, da I 
I 
I terminados por cornparaci6n con 10s espectros de masa de muestras 
autenticas, sintetizadas por-otros mbtodos, como se menciona en la 
pigina 1 16. Cada uno de 10s dienos correspondieron a1 1 % de la me3 
cla total. El espectro de ~ N - ' H  de la mezcla lnostraba una gran coa I 
I 
plejidad en la regibn de hidr6genos oleflnicos, en la cual podian 
detectarse las sefiales correspondientes a H3, H4 y H6 del 3,5-dien- 
esteroide (u) y a R2, H3 y 84 del 2,k-dienderivado, ademes de o- 
tras sefiales que corresponderian a1 esteroide monoinsaturado. La 
regi6n correspondiente a 10s metilos presentaba dos sefiales debido 
el metilo-21 (62,14-2,12 ppm), otras tres 46 0.68-O,65-O,66 ppm) 
correspondientes al metilo-18 do las tres especies y ma ( d  0,96 
ppm) correspondiente a 10s metilos-19. Las sefiales confirman la 
naturaleza de 10s dienos como 10s 2,4 y j,5-dienderivados (nuera- 
mente por comparacibn con muestras aut6nticas). 
La distribucibn de las sefiales sobrantes de la regi6n de 
dobles enlaces corresponderfa a dos dobletes anchos, sirnilares a 
10s del A~-esteroide aunque levemente desplazsdos hacia campos 
mHs bajos (aproximadamente 0,1 ppm). La posibilidad de que el estg 
3 roide monoinsaturado de la fraccibn I se trate d e l A  -derivado pug 
de ser descartada totalmente ya que este Gltimo presentaba en su 
espectro de RMN-'H una sefial a 0,78 ppm correspondiente a1 meki 
10-19, mientras que en el espectro de la fraccibn I no se observa 
ban seRales en esa regi6n. La posicidn de la sefial del metilo-19 
es caracterfstica de esteroides cuyo metilo se encuentra sobre nn 
Por l o  t a n t o  e l  componente p r i n c i p a l  d e  l a  f racc ibn  I sg 
US e es- r i a  pregn- 1-en-20-ona ( ~ ) ( 3  % del t o t a l  de l a  mezcla). t 
t e r o i d e  presenta  un doble enlace con do6 hidrbgenos en configura- 
c i6n  c i s ,  cuyos entornos qu5micos son d i s t i n t o s .  Adem6s e l  metilo- I 
19 s e  encuentra sobre un carbon0 a l f l i c o ,  de acuerdo con las  c a r a s  
t a r i s t i c a s  deducidas d e l  espectro.  
~ 
Este f racc ibn  no pudo ser ana l i r ada  por RMN-'~C debido 
a l a  poca masa de l a  m i s m a  de qne s e  disponia ( 2  mg de l a  mezcla). 
Por blt imo, e l  pico I1 (80 % de l a  mezcla) pudo ser fras 
cionado en dos porciones por clar u t i l i z a n d o  una columna Ultrasphere 1 
ODs y rnetanol/agua (95: 5 )  como elnyente ( f i g u r a  39). 
0 5 10 15 20 rninutos 
Fiaura 19: Fraccionamiento por cromatografia l i q u i d a  de alta resp 
luc ibn  d e l  pico I1 d e  l a  f i g u r a  37. 
La f r a c c i b n  m i n o r i t a r i a  (IIa)(lj % d e l  t o t a l  de l a  mezcla) 
r e s u l t 6  s e r  pregn1.-4-en-20-ona (m), coinc id len te  (e.m. y WN-IH)  0 ,  
e l  product0 m i n b r i t a r i o  a i s l a d o  de l a  mezcla de e l iminac i6n  d e l   be^ 
c i l t i o h t e r  de progesterona con n i q u e l  Raney desac t ivado  ( p&g. 102). 
La n a t u r a l e z a  de  este compuesto f u e  confirmada por e l  an& 
lisis da su  e s p e c t r o  de RMN-I~C ga que 6 s t e  c o i n c i d i 6  con e l  espeg 
t r o  de androst-4-eno ( m ) ( e n  l a  r eg ibn  equivalente d e l  e s t e r o i d e )  
9 1 d e s c r i p t o  en l i t e r a t u r a  . 
La f r a c c i b n  r e s t a n t e  (IIb), l a  c u a l  no pudo s e p a r a r s e  en 
s n s  componentes por ningfin o t r o  mhtodo, fue a n a l i z a d a  por e.m., M N -  
'H y RMN-'~C. El e.m. d e l  p ico  ind i caba  l a  presenc i a  de compuestos 
monoinsaturados. E l  e s p e c t r o  de  l a  f r a c c i b n  s e  encontraba dominado 
p o r  una r u p t u r a  de  t i p o  r e t r o  D i e l s  Alders  d e l  a n i l l o  A, c a r a c t e r i s  
E l  e s p e c t r o  RMN-I~C de l a  rnezcla confirm6 l a  n a t u r a l e z a  
de  dicho componente (54 % d e  l a  mezcla t o t a l ) ,  indicando a d e k i s  que 
se ancontraba acompafiado . . de s u s  is6meros pregn -3-en-20-ona (m) y 
pregn:-Fen-2O-ona ( 1 ~ ~ 1  ( 3  y 10 % de l a  rnezcla t o t a l  r a s p e c t i v a r n e ~  
t e ) ,  Los e s p e c t r o s  co inc id i a ron  con 10s de 10s andros tanos  y c o l a s  
t anos  cor respondien tes  ( e n  las r eg iones  equ iva l en t e s  de  10s es t e ro$  
9 1 des)  d e s c r i p t o s  por  Eggert  y D j e r a s s i  . 
3 E l  e s p e c t r o  d e l  A wderivado c o i n c i d i 6  con e l  correspon- 
diente a1 e s t e r o i d e  de  mayor tiempo de r e t e n c i 6 n  a i s l a d o  de l a  meq 
c f a  de e l iminac i6n  d e l  t i o 6 t e r  con n i q u e l  Raney desac t ivado .  
La t a b l a  11-7 resume l a  composici6n de l a s  mezclas o b t s  
n i d a s  en l a  r eacc ibn  de 3-benciltio-pregna-3,5-dien-20-0na (&) con 
n i q u e l  Raney, asi como 10s productos de hidrogenacibn en d i s t i n t a s  
condic iones  del product0 obtenido u t i l i z a n d o  W-2 n i q u e l  Raney s i n  
d e s a c t i v a r ,  como s e  d i s c u t e  m H e  adelante, (11.6.3). 
Tabla -11-7: Composicidn de 10s product06 d e  r eacc i6n  de 3-benc i l t i o -  
pregna-3,5-dien-20-ona (84) con n i q u e l  Raney de d i s t i n -  
ta a c t i v i d a d ,  y de 10s productos de hidrogenacidn d e  
l a  mezcla ob ten ida  en l a  r eacc ibn  con W-2 n ique l  Raney. 
r 
, Condiciones Produc t o s  (a) 
- Niquel ( b ) ~ ~ ~ ~ X Q ~  
desac t . ( d l  -- 
W-2 ( c )  1 h 
(a) Porcen ta j e s  ca l cu l ados  por c l a r  y cgl-em. Ver e s t r u c t u r a s  en 
f i g u r a  35 (pig.  99) y en l a  S g i n a  1 1  2,- 
(b) P d C ,  1 htm. de p r e s i e n ,  temperatura ambiente. 
( c )  4 h s  a r e f l u j o  en acetona.  
( d )  Desactivado por ca len tamien to  a reflujo en acetona (1 h), prg 
v i o  a1 agregado d e l  e s t e r o i d e  ( luego  4 h s  a r e f l u j o ) .  
11.6.3. Hidrogenaci6n d e l  producto de reacc ibn  con w-2 nfque l  Raney: 
Con l a  i n t e n c i 6 n  de aislar d e  l a  mezcla de  reacci6n e l  
A'-esteroide 192 y confi rmar  inequivocarnente s u  e x i s t e n c i a  en l a  
m i s m a ,  s e  hidrogenb parcia lmente  e l  producto d e  el iminaci6n &can 
W - 2  n i q u e l  Raney s i n  d e s a c t i v a r ) ,  u t i l i z a n d o  Pd/C como c a t a l i z a d o r .  
La f a c i l i d a d  con que un doble  en lace  se hidrogena depende 
1 e n  gran medida de s u  ub icac i6n  en e l  e sque le to  e s t e r q i d a l  . A , 
4 y A 3 - e ~ t e r o i d e s  son lcds facilrnente hidrogenados qne l o s  A y A  5 
der ivados .  Controlando las condiciones  de hidrogenacibn s e r f a  pea 
b l e  entonces ,  h idrogenar  10s tres primeros s i n  a f e c t a r  en gran me- 
d i d a  10s dos 6ltirnos. 
Rea l izada  l a  h i d r o g e n a c i h  a temperatura  arnbiente y p r g  
s i d n  a t m o s f h i c a  de l a  mezcla de reacc i6n  du ran te  8 h s  se  obtuvo 
como Cnico producto una mezcla de 5d y 5fl-pregnan-20-onas (& y 
fi r e s ~ e c t i v a m e n t e )  en r e l a c i 6 n  89: 1 1  ( t a b l a  11-71. La conf igurg  
c i b n  de Cg pudo a s i g n a r s e  facilrnente por RMN-'H ( l a  se la l  d e l  met& 
. . 
10-19 d i f i e r e  notablemente) co inc id iendo  con 10s espec t ros  descri~ 
t o s  en l i t e r a t u r a  94. Dicha as ignac idn  se  confirm6 por w - l 3 c .  
E l  5P-esteroide 114 provendria  de l a  hidrogenaci6n d e l  
4 A -derivado (m), e l  c u a l  s e  encuent ra  en una confomacibn  semi- 
s i l l a  ( f i g u r a  Qtq) que permite e l  ataque d e l  H2 por l a  ca rap  d e l  
e s t e r o i d e  (de  acuerdo a r e s u l t a d o s  de l i t e r a t u r a  ind icados  para l a  
5 hidrogenacibn de A ~ - e s t e r o i d e s  9 7 ) .  En carnbio en loe A -derivados 
l a  hidrogenacidn s e  produce por l a  c z r a d ,  datldo origen a 10s 50(- 
der ivados.  L a  r e l a c i d n  5/3/5d observada ( v e r  tsbla 11-71 f u e  s i m i -  
l a r  a la proporcidn 4'-es'teroide/resto, lo c u d  confirmaria el orL 
Fimra 4.Q: Conforrnacidn de 10s an i l l o s  A y B en ilk-esteroides (rg 
f erencia 97). 
gen propuesto para 114. 
La hidrogenacibn en condiciones similares (12 hs) del  
groducto de eliminacidn d e l  t io6ter  en e l  caso d e l  17d-hidroxiestg 
roide (compuesto dio como resultado una mezcla de l7&-htdroxi- 
5d-pregnan-20-ona y su 5/3-anHlogo ( 1 ~ )  en proporcidn similar 
a la obtenida en e l  caso anterior. 
Cuando s e  r e d u j o  e l  tiempo de hidrogenacibn d e l  producto 
d e  e l iminac idn  a s o l o  una hora ,  se a i s l d  una mezcla de c u a t r o  estg 
r o i d e s  cuya cromatograf ia  l i q u i d a  de aZ ta  r e so luc ibn  se muestra en 
l a  f i g u r a  41, Grac ias  a la  no tab le  r e so luc i6n  de l a  mezcla en  c l a r  
fue  posible s e p a r a r  10s componantes, i d e n t i f i c h n d o l o s  en forma i n -  
1 d i v i d u a l  (e.m., RMN- A y RHN-'~C). Los e s t e r o i d e s  r e s u l t a r o n  s e r  
pregn. - 4-en-20-ona (188) , pregn -5-en-20-ona (m) , 5Ppregnan-20- 
ona (&) y 50(-pregnan-20-ona (a) en e l  orden de e luc ibn  en c l a r  
(8:8:4:80)(tabla 11-7, p5g. 110). 
Como puede observarse ,  l a  r e l a c i b n  b4 + 5P -es te ro ides /  
A5- + 5rl-eateroides nuevamente r e s u l t 6  comparable a las r e l a c i o n e e  
b4-es teroide/res to  en la  mezcla original y 5P/5&20-cetopregnanos 
en  e l  producto de  hidrogenacibn t o t a l ,  avalando e l  or igen  propuea 
t o  para  5/3-pregnan~20-ona -(-J&). 
F i ~ u r a  41_: clar  d e l  product0 de hidrogenacibn p a r c i a l  de l a  mezcla 
de reacci6n e n t r e  W - 2  n i q u e l  b n e y  y 3-henciltfo-pre~na- 
3,5-dien-20-ona (a) . 
El aislamiento del 115-esteroide permitib obtener un as- 
pectro de masas del mismo en forma pura ya que hasta el momento h a  
2 bia resultado imposible debido a que no se pudo separar del A -dew 
rivado por ninguno de 10s metodos ensayados. 
Es as$ que gracfas a la utilizacidn de distintos mCtodos 
espectroscbpicos que se complementaron entre si y con la ayuda de 
m6todos separativos de alta resolucidn (clar, cgl) fue posible dg 
terminar completamente la naturaleza de 10s productos "anbmalos" 
formados en la reacci6n de 3-benciltio-pregna-3,5-dien-20-ona con 
W-2 niquel Raney. \. 
11.6.4. Reacciones complementarias: 
Se decidi.6 verificar si 10s procesos de reduccibn y reor 
denamiento sufridos por el esteroide ademis de la desulfuracih, 
requerian la presencia del tioeter o eran posteriores a su eliming 
cibn. Rosenkranz y colaboradores 86 propusieron qua el primer piso 
de la transformacien de 3-banniltio-androsta-3,5-dien-17-ona (191) 
en androstan-17-01 (105) (figura 34, pAg. 97) con W-2 niquel  Raney 
activo, consistia en la hidrogenblisis del Qtomo de azufre. 
Sin embargo, la hidrogenacidn parcial del 3-etilenol6ter 
de cortisona utilizando Pd/C como catalizador produjo j-etoxi- 
3 170(,21-dihidroxi-pregn - 2-en-1 1,20-diona y/o el A -analog0 (112) For 
reduccibn selectiva de la unibn 5,6 de acuerdo a lo indicado por 
Bugustine 96b 
Cuando se ensayb la reaccibn de pregna-3,5-dien-20-ona 
(m) (preparado por deshidratacibn de pregnenoiona (z) c o ~ o  se iq 
d i c a  m&s a d e l a n t e  (page 1 16) con W-2 n i q u e l  Raney sf n d e s a c t i v a r  , 
se obtuvo una mezcla de productos  i g u a l  a l a  obten ida  en l a  e l imi -  
naci6n d e l  t i o e n o l 6 t e r  ( t a b l a  11-7, p&ge 110). 
Es te  r e s u l t a d o  apoyar ia  l a  propuesta  que i n d i c a  que el 
primer paso d e  l a  reaccibn c o n s i s t e  en  la h i d r o g e n b l i s i s  del azg 
86 fre . 
Se ensay6 tambien la disminucibn d e l  tiempo de  r eacc idn  
con el fin de verificar si se producfan diferencias en la6 propor 
c iones  de 10s productos  que pudieran d a r  informacibn a c e r c a  de una 
p o s i b l e  fomacidn secuenc ia l  entre  10s mismos, Se ensay6 l a  e l imi -  
naci6n d e l  b e n c i l t i a e n o l 6 t e r  con W-2 nIque l  Raney s i n  d e s a c t i v a r  
disminuyendo e l  tiempo de calentamiento a r e f l u j o  en  acetona a 1 ,  
2 y 3 hs (en  l u g a r  de l a s  4 h s  h a b i t u a l e s ) .  Tambi6n se ensay6 l a  
eliminaci6n a temperatura ambiente (2-4 hs), o b t e ~ i 6 n d o s e  en todos 
10s casos l a  misma mezcla que se produjo luege de 4 h s  de  ca l en t a -  
miento a reflujo (tabla 11-7, pag. 110). Por l o  t an to  l a  reacz ibn  
con W-2 niquel  Haney r eaue r i r i a  de condiciones  mucho menos driistf 
cas (menos de 2 hs a temperatura ambientel que las indicadas 80 
( 4  hs de calentamiento a reflujo), 
Para la elucidaci6n estructural de 10s componentes de la 
mezcla se sintetizaron los sisuientes esteroides: pregna-3,5-dien- 
20-ona (=I, pregna-2,4-dien-20-ona (u) y pregn-2Len-20-ona ( 1 1 ~ ) :  
- Preana-3.5-dien-20-ona: la deshidratacfbn de pregnenolona ( E )  
con P205 en benceno anhidro a temperatura de reflujo 80 produjo 
con un 30 % de rendimiento el esteroide deseado. Es te  cornpuesto fue 
utilizado, adern& de ser comparado con 10s dienos constituyentesrde 
las mezclas de eliminacibn, para la reaccidn con W - 2  nIquel Raney 
discutida anteriormente (psg. 114). 
- Pre~na-2.4-diep-20-ona: la deshidratacibn de prernenolona (a) 
por calentamiento a 200-220°C en albmina a presijn reducida 9s 
produjo con ba jo  rendimiento (15 %) una mezcla del dieno esperado 
y pregna-3,5-dien-20-ona (102) en relacibn 3:1, la c u a l  fue sg 
parada por clar ( columna Ultrasphere ODs, solvente metanol : agua 95: 
51, caracterizandose 10s dienos indiridualmente (earn., RMI<-'H y RMN- 
I3c). La sin tesis del 2,4-dien-esteroide r e s u l t 6  de suna utilidad 
en el aspect0 espectrosc6pico debido a que no se disponia de refe- 
rencias al respecto de esteroides con i q u a l  sustitucibn en el ani- 
1 110 A (earn., RMN- B ni HMN-'~c). 
- Prean -2-en-20-ona: este esteroide fue preparado tambign a partir 
de pregnenolona (25) como una nazcla con el b3-esteroide. 
El primer paso de l a  sintesis  c o n s i s t i 6  en l a  hidrogeng 
c ibn  c u a n t i t a t i v a  y e s t e r e o e s p e c ~ f i c a  de 25 a su 5d-dihidroderiuz 
do 118 99. El product0 as$ obtenido fue transformado en e l  t o s i l g  
t o  correspondiente (1131, e l  cua l  fue eliminado por calentamiento 
a r e f l u j o  en c ~ l i d i n a  ( f i g u r a  42). E s t a  s i n t e s i s  s i g u i 6  l a  misma 
2 3 secuencia ga d e s c r i p t a  90 para 10s anhlogos (A y A ) con esquelg 
t o  de colestano.  
Los productos ( 1 ~ 9  y no pudieron s e r  separados 
( c l e r ,  c g l ) .  De todos modos l a  mezcla como tal  fne  L t i l  para l a  
comparaci6n con 10s e s t e r o i d e s  a i s l a d o s  en  l a  reacc ibn  d e l  t i o e n o l  
Bter de progesterona (compuesto &) con nlqnel  Raney a c t i v o ,  ya 
que l a  espectrometr ia  de RMN-'~c de l a  m i s m a  permit ib  l a  observa- 
c i6n  d e  todas  las  sefiales d e  ambos e s t e r o i d e s ,  faci lmente d i f e r e n  
c i a b l e s  por s u  muy d i s t i n t a  Intensidad.  
11.6.5. Mecanismos de eliminacibn propuestos: 
. . 
En base a 10s r e su l t ados  obtenidos es posib le  proponer 
u n  mecanismo que j u s t i f i q u e  l a  aparici6n de 10s prodactos observa 
dos en las d i s t i n t a s  condiciones de reaccibn. 
El primer paso del mecanismo s e r i a  l a  eliminacidn del 
t i o e t e r  por h id rogen6 l i s i s ,  t a n t o  en e l  caso d e l  n lquel  Raney p rg  
viamente desact ivado,  como en e l  caso d e l  r e a c t i v o  s i n  desac t iva r ,  
de acuerdo a 10s r e su l t ados  obtenidos en l a  reacc i6n  d e  pregna-3,5- 
dien-20-ona (m) con 1-2 niquel Raney sin desac t iva r .  
Por l o  t a n t o  e l  primer in termediar io  de l a  reacci6n se- 
ria e l  dieno  102. 
I4 J col id ina  
Ts= p-toluep 
s u l f  onilo 
Figura  42: S i n t e s i s  ae pregn-2-en-20-ona (110) y pregn-3-en-20-ona 
(109) a partir de pregnenolona (25). 
El  n'iquel Raney desactivado produci r fa  e n t o n ~ e s  l a  h i d r g  
genaci6n e s p e c i f i c a  de l a  posicibn 6 d e l  dieno, dando lugar  a un 
comple jo  d e l  t i po  n-eni l -niqnel  (involucrando 10s carbonos 3, 4 y 
~) (compues to  12Q, f i g u r a s  43 y 441, e l  cual finalmente r e c i b i r f a  
o t r o  hidrbgeno d e l  metal en posiciones 3 (adicibn 1,4) dando e l  
~ ~ m e s t e r o i d e  (m), 6 5 ( ad ic ibn  1,2) dando lugar  a l  b3-derivado 
( 1 ~ 9 ) ( f i g u r a  43). 
No se observ6 l a  h i d r o g e n a c i h  i n i c i a l  sobre  C 3 ,  dando 
e l  comple jo  'K-enil-nlquel sobre 10s c d b o n o s  4, 5 y 6 (compuesto 
121, f i g u r a  43 y 441, e l  cual ,  por t r ans fe renc ia  de o t r o  hidrbge- 
-
no del  metal d a r f a  lugar a 10s (u) g b5 (192) e s t e r o i d e s  (fh 
gura  4 3 ) .  Se descar td  l a  formacibn d e l  complejo anterior pues en 
e l  producto de reaccibn no se observ6 l a  presencia  d c  ~QZ:. 
E l  calentamiento bajo r e f l u s o  en acetona d e l  niquel  Raney 
produci r ia  l a  disminucidn de l a  capacidad de hidrogenacibn d e l  mi= 
mo, a i s l h d o s e  e l  dfeno como producto p r inc ipa l .  AdemAs e s a  menor 
capacidad de hidrogenacibn haria que l a  reacci6n fue ra  mQs se lec -  
-. 
tiva, produciendo e l  primer ataque de hidr6geno exclusivamente sq 
b r e  C 6 .  Esto probablemente s e  deba a l a  mayor estabil idad del COB 
p l e j o  intermedio propuesto. 
En cuanto a1 complejo i n t e m e d i o ,  se encuentra descripta 
e n  l i t e r a t u r a  loo l a  forrnacibn de comple jcs 'If-enil-paladic a par t i r  
de dienos,  siendo 10s correspondientes complejos de nlque l  amplia- 
mente conocidos. 
Los complejos de d q u e l  propuestos como intermediaries 
s e r f a n  de wuy poca estabilidad, sobre todo en presencia  de hidrbge 
no a c t i v o  que pudiese atacarlo, como en el presente  easo. Por l o  
F i m r a  41: Mecanismo propuesto para l a  formacibn de 10s productos 
obtenidos en l a  reaccibn e n t r e  3-benciltio-pregna-3,5- 
dien-20-ona y niquel  Raney desactivado. 
t a n t o  es probable que 10s mismos no tengan existencia rea l  y que 
e l  proceso sea  simplemente un fedmeno de s u p e r f i c i e  sobre e l  me- 
t a l  (aunque s e r f a  imposible determinar si en l a  s u p e r f i c i e  del rng 
t a l  e x i s t e  una in te racc i6n  nlquel-esterbide d e l  t i p 0  d e l  complejo 
propuesto). S i n  embargo e l  planteo de estos complejos i n e s t a b l e s ,  
no carac ter izados ,  s i r v e  como herramienta de suma u t i l i d a d  para l a  
exp l i cac ibn  de  10s r e s u l t a d o s  ob ten idos  (es e l  concept0 de "ihtey 
mediar ios  t r a n s i t o r i o s "  p resen tado  por  Seme lhack  1. 
- 
La r eacc i6n  de W-2 nPquel Raney s i n  d e s a c t i v a r  con p r e g  
na-3,S-dien-20-ona ( sob re  e l  e s t e r o i d e  agregado como tal  o 
s o b r e  e l  producto de h i d r o g e n 6 l i s i s  p r e v i a  d e l  t i o g t e r )  produjo 
l a  mezcla compleja d e t a l l a d a  an t e r i c rmen te  ( t a b l a  11-7, p h g , ~ ~ ~ ) .  
El mayor grado de reducc ibn  d e l  producto obtenido i n d i c a  
una mayor capacidad de hidrogenacihn d e l  r eac t ivo .  E s a  mayor reac-  
t i v i d a d  d e l  mismo h a r i a  que este p e r d i e r a  s u  e s p e c i f i c i d a d ,  produ- 
c iendo l a  hidrogenacidn i n i c i a l  t a n t o  sobre  C6 ( a 1  i g u a l  que e l  me 
t a l  desac t ivado)  como sob re  C3. Esto j u s t i f i c a r f a  l a  presenc i a  en 
l a  mezcla de pregn -3-en-20-ona (m), pregn -4-en-20-ona (m) y 
pregnf - 5-en-20-ona (I~z) , asi  como del dieno a p a r t i r  d e l  c u a l  
se o r i g i n a r i a n  y d e l  compuesto s a tu rado  (po r  una p o s t e r i b r  h idrogg 
nacidn de a lguno o todos  10s e s t e r o i d e s  monoinsaturados). Sin em- 
bargo esta mayor capacidad de hidrogenacibn no es s u f i c i e n t e  pa ra  
j u s t i f i c a r  l a  formacibn de  pregn- - 1 -en-20-ona (=I, pregn; -2-en- 
20-ona (m) y pregna-2,4-dien-20-ona (-1. 
La formacibn d e l  2-en-derivado 110 se p r o d u c i r i a  2 t r av6s  
d e  una r e a c c i 6 n  de i somer izac ibn  '02 a p a r t i r  d e l  b3-as te ro ide  (m) 
por l a b i l i z a c i 6 n  de un hidr6geno de p o s i c i h  2, s u s t r a c c i 6 n  de d i -  
cbo hidr6geno con l a  cons ign ien t e  dormacidn de un complejo W-enil- 
n i q u e l  involucrando 10s carbonos 2 ,  3 y 4 (compuesto m, f i g u r a  
441, e l  c u a l  s e r i a  a t acado  por un hidr6geno sobre  e l  C4 del conplg 
jo dando pregn-2-en-20-ona ( ~ p )  ( f i g u r a  44). 
1 D e l  mismo modo se formaria  e l  A -derivado (111) a partir 
d e l  ~ ~ - i s 6 m e r o  (~lq) a t r av6s  d e l  complajo xeni l -niquel  sobre  10s 
cnrbonos 1 ,  2 y 3 (compuesto 123, figura 44). 
La formaci6n propuesta para e s t o s  compuestos irnplica l a  
necesidad de que e l  r e a c t i v o  rnethlico ademhs d e  l a  funcibn de h i -  
drogenacien, sea capaz de la  l a b i l i z a c i d n  y sus t racc i6n  de hidrb- 
genos en p o s i c i d n d  a dobles  enlaces,  Dicha capacidad de elimina- 
c i 6 n  de Qtomos de hidrbgeno d e l  e s t e r o i d e  ha r fa  que 10s procesos 
de hidrogenacibn que l l evan  de  10s d i s t i n t o s  comp1ejosTT'-enil-nfi 
q u e l  a 10s e s t e r o i d e s  monoinsaturados fueran r e v e r s i b l e s ,  e s t a b l g  
ciendose e l  equilibria e n t r e  todas l a s  especies  monoinsaturadas 
presentes .  Es te  hecho j u s t i f i c a r i a  l a  proporcibn de 10s d i s t i n t o s  
e s t e ro ides .  
2 Por e jemplo, e l  A -derivado (m) ( producto mayori tar io  
de  la mezcla) es m&s e s t a b l e  que s u s  anhlogos insa turados  en pos& 
c iones  1,2 (111) 6 3,4 ( 1 ~ 9 ) .  lQ3. Esto s e  debe a que cuando se ia 
t raduce  un doble enlace en un ciclohexano s e  produce l a  d i s t o r s i 6 n  
de l a  conformacidn de 10s carbonosoc, loca l i z ihdose  los s u s t i t u y e g  
t e s  nnidos a 10s mismos en posiciones cuas iecua to r i a l  y cuasiaxia- 
l e s .  En e l  caso d e  dichos s u s t i t u y e n t e s  corresponden a h i d r 6 e  
nos, no afectAndose mayorrnente e l  r e s t o  de l a  mol6cula, En cambio 
en e l  caso de m, y en forma similar en e l  caso de  111, l a  unibn 
5,6 debe tomar una conformaci6n cuas iecua to r i a l ,  dis tors ionando l a  
forna s i l l a  d e l  a n i l l o  B, l o  cua l  produce tensiones que  disminuyen 
l a  e s t a b i l i d a d  d e l  is6rnero. Esto tambien j u s t i f i c a r i a  l a  no existeg 
c i a  (a1 menos en cant idad de tec tab le )  d e  pregn -6-en-20-ona (124) 
que podrfa obtencrse por isomeriracidn de su ~ ~ - a n $ l o g o  (m). Di- 
cho e s t e r o i d e  s e r i a  notablemante menos e s t a b l e  ya que tan doble en- 
F i r  Mecanismo propuesto para l a  formacibn de 10s productoz 
-. - 
o b t e n i d o s  en l a  r e a c c i 6 n  entre 3-benciltio-pre?na-2,7- 
dien-20-ona y lJ-2 n ique l  Raney. 
lace en posici6n 6,7 producirfa la distorsibn de 10s anillos A y 
C, debido a que 10s carbonos d a la insaturacibn, C 5  y C$, forman 
parte respectivamente de esos antllos y deben modificar su confog 
maci6n. 
Bl ca1entamienf;o-de colest-4-eno (125) 6 colest-5-eno 
(126) con Qcido p-toluensulf6nico produce una mezcla de dichos is5 
meros en relaci6n 55:45 respectivamente lo' , notablemente similar 
a la relacfen observada entre pregn-4-en-20-ona (108) g pregn-5-en- 
20-ona (107) en la mezcla de reacci6n entre 3-benciltio-pregna-3,5- 
dien-20-ona (a) y G-2 nlquel Raney sin desactivar. 
Finalmente resta explicar la formaci6n de pregna-2,4- 
Se encuentra descripta en literatura lU4 la fornaei6n de 
cetonas diinsaturadas (4,6-dien-3-cetoesteroides) a partir de c e t ~  
nas cx,P no saturadas (4-en-3-cetoeeteroides) , a trav6s de un corn- 
plejo n-enil-paladio (sobre 10s carbonos &, /3 y b\ respecto del car 
bonilo) ( compuesto m) el cual sufre la de~hidro~enaciin del carbp 
no o( a1 misrno ( 6 respecto del carbonilo) ( figura 45).  
En forma similar serla concebible la elininacibn de un 
hidr6geno d a  un complejo fienil-niquel dando lugar a1 dieno correg 
pondiente. ~ o s n e n i l  complejos y (sobre C3,4,5 y C2,3,4 
respectivamente) ( figura 44) serian 10s precursores posibles del 2, 
&dieno m, de 10s euales se obtendris por eliminacibn de un hidrh 
geno de posiciones 2 y 5 respectivamente. Los complejos y 
(sobre C3,4,5 y C4,5,6 respectivamente) ( figura 44) producirfan el 
Fipura u: Sfntesis de 4,6-dien-3-cetoesteroides a partir de 10s 
4-en-3-cetoderivados correspondientes (referencia 104). 
3,5-dienderivado 102 por eliminacibn de 10s hidr6genos 6 y 3 res- 
pectivamente, haciendo tambien reversible el primer paso de hidrg 
genaci6n del dieno (figura 44). Este proceso nuevamente involucra 
ria la eliminaci6n de un hidrdgeno activado. 
La diferencia entre el niquel Raney desactivado y activo 
no solo radicaria pues en el mayor poder de hidrogenacidn del fi1t.L 
mo, sin0 que este seria capaz de sustraer hidr6genos de posiciones 
labilizadas ( o( a un doble enlace o a un complejo ~r-enil-niquel) . 
Finalmente , es probable que 5oCpregnan-20-ona (a) no
provenga directamente de todos 10s esteroides monoinsaturados prg 
sentes sino que se originaria en la hidrogenacidn del 2-en-ester02 
1 de (m)( y en menor medida en sus A y ~ ~ - a n & l o ~ o s )  debido a que 
este esteroide puede ser hidrogenado con mayor facilidad qne pregn- 
4 - es - 20 -ona (-1 y pregm'- 5-en-20-ona (m), 10s cuales se i- 
rian transformando en 110 a-mbdida qne 6ste se consume. Un hecho 
que avala esta suposicibn es la no existencia en la mezcla de reac 
ci6n entre 3-benci ltio-pregna-3,5-dien-20-ona (&) y BJ-2 nf quel 
Raney, de 5Fpregnan-20-ona (m) ,product0 normal de hidrogenaci6n 
de h4-esteroides con catalizadores heterog&eos, corno se discutie- 
ra anteriormente. 
3 4 La distinta relacihn A /A observada en el caso del uso 
de nfquel Haney desactivado se deberia a que en este caso la hidre 
genaci6n se r i a  irreversible (dado que la forma desactivada seria 
incapaz de sustraer hidr6genos) y por 10 tanto la relacidn estaria 
determinada por las velocidades de formaci6n correspondientes (hi- 
drogenaci6n 1,2 frente a la 1,4) y no por la estabilidad relativa 




ANALISIS ESPECTROSCOPICO - DE PREGNAESESTEiIOIDES 
En e l  t ranscurso  d e l  presente  t r a b a j o  de t e s i s  se u t i l i  
zaron d i s t i n t a s  t6cnicas espectroscdpicas  modernas, fundamentalme2 
t e Espec trome t r ia  de masas ( e .me ) , Espec trome tria de Resonancia 
Magnbtica N u a e a r  de 'H (RMN-IH) y de 1 3 ~  (RMN-~~c). h informa- 
c i 6 n  suministrada por las mismas fue de suma u t i l i d a d  en d i s t i n t o s  
a spec tos  de l a  l abor  r ea l i zada ,  10s c u a l e s  pueden c l a s i f i e a r s e  en 
10s s igu ien tes  puntos: 
- Segufmiento de secuenclas  de s i n t e s i s .  
- Determinacidn de productos vanbmalos'' de reaccibn. 
- Comparaci6n de las c a r a c t e r i s t i c a s  e s p e c t r a l e s  de e s t e r o i d e s  re 
lacionados. 
.. A n i l i s i s  confomacional  de pregn --4-en-3,20-dionas Y pregna-1,4- 
dien-3,20-dionas. 
Los dos primeros fueron d i scu t idos  en el t r anscurso  del 
c a p i t u l o  11, en l a  discus idn  de l a  s i n t e s i s  de 10s d i s t i n t o s  estg - 
roides preparados. Los dos f l t i m o s  pnntos son e l  tema d e l  presente  
cap$ tu lo .  
- Comparaci6n de las c a r a c t e r i s t i c a s  e s p e c t r a l e s  d e  e s t e r o i d e s  
relacionados: El aniilisis espectroscbpico de s e r i e s  de  e s t e r o i -  
d e s  relacionados r e s u l t a  de suma importancia para l a  inves t igac ihn  
d e l  e f e c t o  de s u s t i t u y e n t e s  sobre 10s esqueletos  de 10s mismos. 
En bzse a 10s e f e c t o s  de dichos s u s t i t u y e n t e s  s e r i a  lua 
go pos ib le  l a  elucidacibn e s t r u c t u r a l  de  sus tanc ias  desconocidas 
(productos na tura lee  o s i n t 6 t i c o s ) .  Por e jemplo, ~ c r c h e r  58 anal& 
z6 e l  e f e c t o  de s u s t i t u y e n t e s  sobre  e l  desplazantiento quimico ( b )  
en ~ i ~ - ' l i  de 10s meti los  18 y 19 de 5*androstano (m) y 50-androg 
tan0 (1241, de gran u t i l i d a d  ya que d ichas  seaales son faci lmente 
l o c a l i z a b l e s  dentro del  complejo esquema de sefiales provenientes 
d e l  r e s t o  de 10s hidrbgenos a l i f h t i c o s  d e l  es te ro ide .  
Respecto de l a  RMN-'~c, tambi.Cn s e  encuentran tabulados 
10s e f e c t o s  de sus t f tuyen tes  lo5 sobre e l  esquele to  genera l  d e l  5d- 
androstano (128) y algunos sobre e l  5f3-esteroide 129. 
En cuanto a l a  e.m, no es suf ic iente  conocer e l  t i p o  de 
fragmentaciones que produce una determinada funcional izaci6n en fog 
ma i nd iv idua l  sobre e l  esqueleto e s t e r o i d a l ,  s i n o  que es impresclp 
d i b l e  determinar como se modiffcan d ichas  rup tu ras  por la presencia  
de  o t r o s  grupos en l a  mol6cula. 
El a n b l i s i s  espectroscbpico d e  s e r i e s  de e s t e r o i d e s  r e l g  
cionedos es G t i l  ademas para p lan tea r  o  determinar l a  val idez  de 
t e o r i a s  sobre e l  e f e c t o  de sus t i tuyen tes .  Beierbeck y Saunders han 
propuesto una i n t e r e s a n t e  t e o r i a  genera l  sobre e l  e f e c t o  de s u s t i -  
tuyentes  en MN-'~C 289106-108 sobre 10s carbonos /3, y 6 respec- 
t o  d e l  sus t i tuyen te .  E l  cii lculo d e l  desplazamiento qufmico de 10s 
carbonos de una s e r i e  de e s t e r o i d e s  y s u  comparacihn con 10s valo- 
r e s  experimentales daria informacibn sobre  l a  va l idez  o no de e s t a  
t e o r i a  y ,  por l o  t an to ,  su u t i l i d a d  o no en l a  predicci6n espec t ra l .  
Para 10s es tud ios  sobre l a  r e l ae ihn  e n t r e  l a  e s t r u c t u r a  
e s t e r o i d a l  y l a  ac t iv idad  g lncocor t ico ide  de 10s mismos, fue  nece- 
s a r i o  disponer  de pregn-.4-en-3,20-dionas y pregna-l,4-dien-3,20- 
dionas h id rox i l adas  en posiciones 1 1/3, 17dnJT/0 21. Adem68 s e  s i n t g  
t i z a r o n  to-metilen e s t e r o i d e s  con d i s t i n t a  sus t i tuc ibn .  f o r  Gltilno 
se disponia tambi6n de una s e r i e  de 20-cetopregnanos con d i s t i n t o  
grado de insa tu rac ihn  y d i s t i n t a  loca l fzac i6n  de las m i s m a s ,  correg  
pondientes a1 product0 de l a  reacci6n e n t r e  W-2 n5quel 2aney y 3- 
benciltio-pregna-3,5-dien-20-ona (a). Las e s t r u c t u r a s  de 10s estg 
r o i d e s  de las s e r i e s  mencionadas ae resumen en las f i g u r a s  46, 47 
y 48 ( la  primera es r e p e t i c i b n  de l a  f i g u r a  1 ,  p6g. 4, presentsndp 
s e  aqui  nnsnamente para mayor comodidad), 
Resul t6 i n t e r e s a n t e ,  por l o  t an to ,  e l  a n A l i s i s  comparath 
vo de las s e r i e s  de e s t e r o i d e s  d isponib les  respecto  de  s u s  espec- 
1 t r o s  d e  aasas, RMN- H y Rm-13c. Los mismos se d i scu ten  en 10s p u ~  
t o s  111.1. ;  111.2, y 111.3, respectivamente. 
Fipura  a: Estructuras y nombres IUPAC de pregn-&en- y pregna-1,4- 
dien-3-onas analizadas espectroscopicamente (e.a.  , IIMN-IH 
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F i ~ u r a  &: 2structuras y nombres IUPAC de 10s metilenesteroides 
1 
analizados espectroscopicanente (e.n. , RMN- H y RMN-' 3 ~ ) .  
I:. 
Fiwura L&: Estructuras y nombres I U P A C  de 10s 20-cetopregnanos sa 
turaaos, mono y diinsaturados analizados espectroscopA 
camente (e.m., RMN-'H y R M N - ~ ~ c ) .  
(a) C H CH S- 6 5  2 
- An&lis is  conformacional de pregn-4-en-3,20-dionas y pregna-1,4- 
dien-3,20-dionas: En e s t e  aspect0 de las  posib les  a p l i c a c i o n e s  
d e  10s mktodos espectrosc&picos,  l a  herramienta fundamental fue l a  
espectrometr ia  d e  resonancia magndtica nuclear de 13c. 
Las e s t r a t e g i a s  u t i l i z a d a s  en e s t e  s e n t i d o  pueden divi- 
dirse an t res  grupos: 
- Comparaci6n d i r e c t a  d e l  d de 10s carbonos e s t e r o i d a l e s  en funcidn 
de l a  susti!tuci&n. 
- Efecto del agregado de CD30D a1 solvente  ( C D C ~ ~ ) .  
- Hdtodo de  Woessner Io9 basado en l a  deteZminacibn de tiempos de 
r e l a j a c i b n  y e f e c t o  nuclear  Overhauser. 
Los mismos s e  d iscuten  e n  10s puntos 111.4;; 111.5. y 
. - .  
. . 
111.6 respectivamente. E l  primer0 fue empleado para la  obtenci6n 
de una "visi6n" de l a  conformaci6n genera l  d e l  esquele to  e s t e r o i -  
dal .  El segundo brind6 evidencias  concluyentes acerca  de l a  confoy: 
macibn de l a  cadena l a t e r a l  y de fa posib le  f o r m a c i h  de puentes 
de hidr6geno intramoleculares  e n t r e  10s h id rox i los  17d y/o 21 con 
e l  carbonilo-20. f inalmente e l  t e r c e r  rn6todo fue u t i l i z a d o  pa ra  e l  
a n i l i s i s  d e l  grado de l i b e r t a d  de ro tac i6n  d e  10s met i los  angulasss  
110 y las fn teracc ionea  que afectan. a1 m i s m s  . 
- Com~araci6n las caracteristicas es~ectrale~ & esteroidea 
relacionadog: 
111.1, Espectrometria de masas. 
Budzikiewicz y Djerassi '" estudiaron las rupturas ca- 
racteristicas del esqueleto esteroidal, indicando las fragmentacip 
nes para colestano y androstano (m) presentadas en la figg 
ra 49. 
La presencia de sustituyentes, adem6s de impedir ciertas 
fragzentaciones e inducir otras nuevas, produce la rnodificaci6n de 
la relacidn d z  de 10s fragmentos cargados que contienen 10s mismos.' 
Figura &: Fragmentaciones de colestano (130) y androstano (12q) , 
(referencia 1 1  1 1. 
Djerass i  y colaboradores 95 es tudiaron  tambi6n minueip 
samente las p r i n c i p a l e s  fragmentaciones de pregnan-20-ona (a) c g  
yo espect ro  co inc id i6  con el d e l  product0 p r i n c i p a l  de eliminacibn- 
hidrogenacibn de 3-benciltio-pregna-3,5-dien-20-ona (&) . Mediante I 
l a  marcacibn con deu te r io  de d i s t i n t a s  posiciones e s t e r o i d a l e s ,  d i  
chos inves t igadores  i d e n t i f i c a r a n  10s fragmentos marcados formados, 
proponiendo mecanismos para j u s t i f i c a r  su  formaci6n. 
La rup tu ra  d a l  carboni lo,  c a r a c t e r i s t i c a  de e s t e  grupo 
funcional determina e l  ibn  m/z 43, de suma importancia,  Tarnbign se 
observa su  cont rapar t ida ,  el i6n M-43. 
b mayoria de 10s fragrnentos r e s t a n t e s  pueden s e r  ,just& 
f i cados  por mecanismos cuyo primer paso seria la e s c i s i b n  de la 
uni6n CIJ-C17,  dando lugar  a1 i b n  mo1ecolar"-l31, mostrado en l a  fA 
gura 50. La rup tu ra  de  dicha uni6n e s t a r i a  favorecida por l a  lib2 
rac ibn  de l a  tens ibn  e s t h r i c a  d e l  s is tema trans-hidrindano. L a  prg 
sencfa d e l  carbonilo-20 p e r m i t i r i a  adem6s l a  es tabi l iAaci6n  d e l  rg 
d i c a l  l i b r e  sobre Cl7,  Los fragmentos se indican  en l a  f i g u r a  50. 
Von Unruh y S p i t e l l e r  propusierqn o t r a  rup tu ra  d e l  
a n i l l o  D en 20-ceto-pregnanos, por e s c i s i d n  de las uniones C13-C17 
y C16-C17 dando lugar  a1 i 6n  m/z 58. 
A d i f e r e n c i a  de e s t o s  d e t a l l a d o s  es tud ios ,  no e x i s t e  ig  
formacibn en l i t e r a t u r a  acerca de l a s  fragmentaciones debidas  a1 
grupo 20-metileno ( ~ ~ ~ - 2 0 - m e t i l ) .  
Brown y Djerassf 66 es tudiaron  en forma i n t e n s i v a  las  
4 fragmentaciones en e . m .  de 10s sistemas A -3-ceto y ~ ~ - 3 - c e t 0 ,  
en e s t e r o i d e s  donde 10s Gnicos grupos funcionales  p resen tes  e ran  
dichos sistemas (androst  -4-en-3-ona (N), pregn- 4-en-3-ona (u), 
Fiaura Q: Fragmentaciones de pregnan-20-ona a partir de la 
escici6n de la unibn C13-CI7 ( r e f e r e n c i a  1 1 1 ) .  
c o l e s t  -4-en-3-ona (1'34) , androsta-1,4-dien-3-ona (1'35) , pregna- 
1,4-dien-3-ona (-1 y colesta-1,4-dien-3-ona (m) cuyas es t ruc-  
t u r a s  pueden verse en l a  figura 51). 
El fragmento p r i n c i p a l  de e s t o s  e spee t ros  corresponde a1 
4 1 9 4  i6n  m/z 124-122, para A -3-ceto y A -3-ceto der ivados re spec t ivg  
mente, formado por ruptura  de las  uciones C9-Cl0 y C6-C7, con migra 
ci6n de dos atornos de hidrbgeno hac ia  e l  fragmento cargado, Los ag 
t o r e s  determinaron que 10s hidr6genos que migran provienen casi ez 
clusivamente he C8 y Cll (93 %) en e l  caso de: 108- 1,4-dienos, mieg 
tras que en 10s 4-en-derivados, e l  origen d e l  segundo hidrbgeno 
(H11) es rnenos espec i f i co ,  ex i s t i endo  importantes contr ibuciones 
provenientes de las posiciones 14 y 15. 
La unibn C9-C10 se encuentra fuartemente a c  tivada, espg 
cialmente an 10s 9 4 - e ~ t e r o i d e s  donde es doblemente a l i l i c a .  Su 
desconeccibn como primer paso es l a  que o r iq ina  l a  gran impartan- 
cia d e l  fragmento m/z 122, as5 como l a  iniciadora de o t r o s  fragmer 
t o s  que acornpaiian a e s t e  (p icos  de menor i n t ens idad  per0 c a r a c t e r i ~  
t i c o s  de l a  s u s t i t u c i 6 n  del  a n i l l o  A ) (  f i g u r a  51). E l  i 6 n  d z  122 es 
un tautbmero del i b n  molecular d e l  3,4-dimeti l fenol  (-1, 
I 
4 Fimra x: Princ ipales  fragmentaciones en A -3-ceto y 94-3-ceto 
e s t e r o i d e s  (referencia  4 6 ) -  
4 Una ruptura de r e l a t i v a  importancia en 10s A -3-ceto dg  
rivados,  no ex i s t ente  en sns h1*4-an&logos, es l a  pgrdida de 85 y 
nidades de masa (u..rn,) correspondiente a 10s carbonos 1 ,  2, 3,  10 
y 19, El a n s l i s i s  d e  l a  re lac ibn  gen6tica d e l  mismo indic6 que no 
proviene d e l  i 6n  molecular sin0 d e l  i6n.M-42 correspondiente a l a  
66 p6rdida de cetena . 
Por Gltimo, Brown y Djerasai 66 indicaron l a  presencia 
de un pequefio pic0 en l a  regidn de masas altas d a  los espectros  de 
10s 1,4-dienos, corres~ondiente a M-41, debido a la pCrdida de 10s 
carbonos 9, 1 1  y 12, sin transferencia neta de hidrbgenos. 
La serie de pregn - 4-en-3,20-dionas ( figura 46, pag. 130) 
no fue analizada en cuanto a la espectrometria de masas ya que ha- 
b ia  sido estudiada ampliamente con anterioridad 13 .  En carnbio so- 
lo existfan datos desperdigados acerca del efecto de distintos SUE 
tituyentes sobre el sistema ~ ' ~ ~ - ~ - c e t o ,  10s cuales por su onicidad 
pueden l l e ~ a r ,  como se ver5 m6s adelante, a conclusiones errbneas. 
Pox esa raz6n result6 interesante el a n 5 l i s i s  sistem5ti- 
co de la serie de pregna-1,4-dien-3,20-dionas de 10s cuales se dis 
4 ponia. El sistema A -3-ceto se estudi6 en relaci6n a1 sistema 20- 
metileno y distinto grado de hidroxilaci6n en posiciones 17 y 21. 
Finalmente la 6nica ruptura descr-ipta en el caso de 3- 
met~len-~~-esteroides corresponde a la escicibn de las uniones 
C9-C10 y C6-C7, sin migracidn de &tornos de hidrbgeno, ( figura 52) . 
4 Fiaura 42: frag1nentaci.6~ de A -3-metilen-esteroides (referencia 
114). 
Combinando las fragmentaciones debido a1 esque le to  estg 
r o i d a l  con las  prop ia s  de  10s d i s t i n t o s  qrupos f u n c i o n a l e s  d i scu-  
t i d o s  an te r io rmente ,  e s  dado e s p e r a r  las r u p t u r a s  que s e  i n d i c a n  
e n  l a  f i g u r a  53. Los fragmentos y no fueron s u g e r i d o s  po r  
Budzikieriez y Djerassi " para e l  androstano.  S i n  embargo, dado 
que no e x i s t e  ninguna raz6n apa ren te  por l a  cual no puedan produ- 
c l r s e  d i c h a s  r u p t u r a s ,  se las p l a n t e a  aqui como una posibilidad m8s 
a ser conside~ada. Del rnismo modo se p lan tean  las  fragmentaciones 
19 y g ( f i gu ra  53). 
Fiau ra  fil: Posibles fragmentaciones de 10s pregnanos es tudiados .  
AESULTADOS Y DISCUSION : 
III,1.1, Pregnan-20-onas s a tu radas ,  mono y d i i n s a t u r a d a s :  
Const i tuyen e s t a  s e r i e  54- Y ?/3-pregnan-20-ona, 10s derL 
vados monoinsaturados en pos i c iones  1 ,  2 ,  3, 4 y 5 d e l  5odes t e ro i -  
de y 10s d ienos  pregna-2,4-dien-20-ona y pregna-3,5-dien-20-ona 
(ver e s t r u c t u r a s  cor respondien tes  en f i g u s a  48, phg, 132). 
En l a  tabla 111-1 s e  d e t a l l a n  10s i o n e s  mgs impor t an t e s  
encontrados en l o s  e s p e c t r o s  de  masaa de  d i chos  compuestos. En l a  
m i s m a  s e  indica a que fragmentacibn corresponde cada idn  mediante 
la8 l e t r a s  de  l a  f i g u r a  53, y e l  niimero n e t 0  de  Gtomos de h id rbgg  
II 
no que migran desde o h a c i a  e l  i 6 n  (- 6 + respec t ivamente) .  E s t a  
convenci6n se u t i l i z b  tambign e n  las t a b l a s  de  10s p i c o s  p r i n c i p ~  
l e s  de 10s e s p e c t r o s  d e  masas de 10s o t r o s  e s t e r n i d e s  a n a l i z a d o s  
( t a b l a s  111-2 y 111-7). 
Como puede verse en l a  tabla, en todos  10s casos  e l  i 6 n  
molecular (M*') c o n s t i  tuyd un p i c 0  impor tan te  de  i n t e n s i d a d  relati. 
va s u p e r i o r  a1 50 %, p ico  base  en tres de e l l o s  (compuestos 102, 
y 1111, de u t i l i d a d  p a r a  de te rminar  e l  grado de  i n s a t u r a c i h n  
d e l  e s t e r o i d e ,  
Analizando la  i n t e n s i d a d  d e l  p i co  W-15, en 10s e s t e r o i d e s  
no se observ6  un aumento en e l  caso  de 10s compuestos con i n s a t u s 3  
c iones  qne involucran  e l  C 5  (compuestos 102, 106, 107 y IqB) a pe- 
sar que l a  r u p t u r a  a l i l i c a  d e l  metilo-1 9 ( D j e r a s s i  y colaboradores  
determinaron que ese e s  e l  rneti lo e l iminado '95 ) debe r fa  estar fa- 
vorecida,  s e d n  l a  t e o r i a  g e n e r a l  de fragmentacidn de o l e f i n a s .  TW 
1 Tabla 111-1: Principales frap-entos en 10s espectros de masas de a pregnan-20-onas . 
7 - -  I 
--- - 
u .2  - 106 107 &a 100 110 - 1 1 1  & - 11s , 
j02(7b ,3) 302(5?,7) 
257(49,6) 287(24,2), 
284(30,7) 284( 10,6) 
269(14,0) 269(1,7) 
259(16,1) 259(9,9) 
2h6(l ,glb 2&6( 1 ,51b 
246(1 ,91b 246(1 ,51b 
2~4(22,6) 244(lQ,2) 
232( 17,4) 232(13,&) 






163( 13,5) 163(7,3) 
I 
t z I 209( 1~0) 298(86,0) 300(51,3) 300(55,0) 3 ~ 5 i  1~3) 300(79,7) ?CC( 1 ~ ~ '  t:-15  283(33,7j 283(16,1) 285(16,3) 255(14,5) 255(26,8) 235(27,0) 235(4$,6) 
tructuras correspondientes en ftgura 48, g&g 132. 1 ., b) Coinciden c )  Retro Diels-Alder (RDA) . 
I d )  Acompaiiados de 10s picos correspondientes a pH, p, 0-2H y 0-3H. ~ 
282(2,0) 292( 1,5) 282(6,4) 282(7,4) 282(6,5) 
267(7,0) 267(5,1) 267(10,9) 267(10,6) 267(12,3) 













84(16,6) 84( 13,s) 
t33( 14,3) 83( 1 I,&) 
71(6,5) 71(21,7) 
55(13,8) 55(22,2) 




147(18,8) 147(27,3) 147(29,1) 147(31,0) 147(21.1) / 149(34.8) 14?(59,1) 
137(3,3) 137(2,6) 137(3,4) 137(5,2) 137(3,5) 1137(7,3) 137('-,3) 
IS I L!i 
244(1 ,91b -- 246( 14.3) 246(100)~ 246(5,9) 
244( 1 ,91b 244(3,9) 244(5,2) 244(4,4) 244(7,9) 
242(8,4) 242(3,7) 242(9,3) 242(10,9) 242(12,8) 
231(17,3) 
230(4,8) 230(4,2) 230(6,3) 230(6,2) 230( 11,9) 
229(3,8) 229(3,6) 229(5,7) 229(7,1) 229(10,7) 
228(9,9) 
215( 12,5) 215( 13,5) 215(31,4) 215(34,1) 215(40,6) 
213( 10.1 ) 
203(39,4) 
201(2,4) 201(3,3) 201(6,6) 201(9,6) 201(1~,5) 
191(1,6) l91(3,0) 191(3,6) l91(4,1) 191(5,9) 
177(2,4) 177(2,0) 177(3,6) 177(5,1) 177(2,0) 
176( 13,6) 
175( 14.41~ 
175(4,1) 175(5,6) 175(3,4) 175(14,41b 175(3,0) 
161(37,8)~ 
161( 13,2) 161(10,4) 161(10,5) 161(37,8)9 161( 12,7) 
1 a) Valores de m/z 
230( 1,7) 280(2,6) 
265(5,6) 265(3,8) 
255(11,2) 255(12,1) 
123(5,1) 123(4,2) 123(6,2) 123(9,5) 123(4,4) 
121( 11,0) 121(17,5) 121(19,9) 121(22,7) 121( 36.2) 
119( 10,3) 119( 11,3) 119( 16,0) 119(-20,9) 119(13,7) 
roqt27,4) 1w(31,9) 1ogtz5,o) io9(32,3) rog(i5,r) 
108(14-,5) l08(82,5) 108(54;83 108(42~4) 108(68,2) 
107(16,6) 107(19,5) 107(27,3) 107(40,0) 107(13,6j 
95(21 SO) 95( 19,7) 95(31,1) 95(40,2) 95(40y1) 
93(22,6) 93(32,7) 93(31,2) 93(40,5) 93(472) 
91(18,4) gl(23.3) 91(20,3) 91(27,7) 91(25,4) 
85(28,3) 85(14,2) 85(22,6) 85(28,2) 85(10,1) 
84( 16.3) 84( 16,7) 84( 18,2) 84(36,4) 84(32,0) 
83( 10,0) 83(4,8) 83(7,6) 83(6,3) -- 
71(11,6) 71(10,4) 71(13,8) 71c24.3) 71(6,0) 
55(18,7) 55(21,8) 55(14,4) 55(16,1) 55(15,4) 
. 4% too) &3( lac) 43(63,3) 4 3 6 3  4 0 ,  
8 
1 



























83( 16,5) S3( 10.8) 
71(28,3) 71(29,3) 
55(25,8) 55(28,4) 
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I& z/dc 
poco habrfa i n f l u e n c i a  de l a  i n s a t u r a c i h  en posici6n 1,2 (compueq 
t o  111) donde e l  meti lo  nuevamente s e  encon t ra r i a  en una posicibn 
teoricamente act ivada.  
Tambi6n se encontraron presentes  10s i o n e s  correspondiea 
t e s  a las  p&rdidas de agua (M-18) y (met i lo  + agua) (H-33). 
i- Framentaciones & & $aden& l a t e r a l :  La r u p t u r a  d a l  carboni lo  
pudo s e r  observada t a n t o  con l a  re tencfbn de l a  carga en e l  cay 
bonilo ( d z  49) ccmo en l a  o t r a  porcidn de l a  rnolkcula (m/z 259; 
257; 255) ( fragmentos p y y respectivamente) , mostrando e s t e  d l t imo 
la "marcaci6nU con insa turac iones ,  E l  ttirmino "marcacibnV s e  r e f i g  
r e  a que l a  presencia  de l a  i n sa tu rac i6n  en un fragment0 s e  hace 
evidente  por l a  disminuci6n de  2 u.m. en s u ' r e l a c i b n  d z ,  en forma 
similar a1 aumento en l a  r e l a c i d n  m/z de un ibn que r e t i e n e  en s u  
e s t r u c t u r a  deu te r ios ,  por ejemplo, u t i l i z a d o s  frecuentemente como 
marcadores. 
El i b n  m/z 43 se present6 como o t r o  de 10s m&s importan- 
t ea  de 10s espec t ros  anal izsdos  (siempre mayor d e l  50 %). En tres 
easos  e s t e  fragmento r e s u l t 6  s e r  e l  pico base d e l  espect ro  (compuea 
to6 a, y 108). 
t 
ii. Framentac iones  d e l  a n i l l o  2: La rup tu ra  p r e s u l t 6  s e r  l a  p r i p  
c i p a l  de e s t a  reg i6n  d e l  e s t e ro ide ,  como s e  esperaba. Esta  frag 
mentacidn present6 c inco  sefiales en una d i s t r i b u c i 6 n  c a r a c t e r i s t i c a  
(pH, p, &, 9-2H, P - ~ H ) ,  siendo siempre e l  fragmento & e l  mss 
importante  de l a  aerie, variando en 10s e s t e r o i d e s  anal izados  e n t r e  
95,l y 12,4 % (m&s importante en e l  caso de 10s e s t e r o i d e s  sa tu ra -  
Resul t6 tambign de suma importancia e l  i6n  correspondieg 
t e  a l a  fragmentacidn a n t e r i o r  pero con re tenci6n  de l a  carga sobrg  
l a  porcidn oxigenada (fragmento E). Se observaron, junto con e l  i b n  
r e s u l t a n t e  de  una ruptnra  a i n  migraci6n de hidrdgeno ig), 10s i ones  
y e. Es te  fragmento d i o  lngar a1 pica  base en 10s espect ros  
de  10s e s t e r o i d e s  sa turados  (cornpuestos 24 y 1141, l o  cual ,  a s o c i a  
do  con la  importancia de l a  ruptura  Q, i n d i c a  l o  favorecida que s e  
encuentra en e s t o s  casos l a  esc ic i6n  de las  uniones C13-C17 y C14- 
C15.  Una posib le  expl icac ibn  de e s t e  hecho s e r i a  la  no e x i s t e n c i a  
en 10s e s t e r o i d e s  sa turados  de  o t r o s  grupos funcionales  (dobles  eq 
l a c e s )  que pudieran diri@.r l a  fragmentacihn hac ia  o t r a s  reg iones  
d e l  e s t e ro ide ,  ya que e l  entorno donde se producen l a s  r u p t u r a s  Q 
y p es e l  mismo para todos 10s e s t e r o i d e s  analizados.  
Las fragrnentaciones d e l  a n i l l o  D indicadas  como q, & y 
r+H se observaron tambi6n en 10s espect ros  e s t e r o i d a l e s ,  En todos 
-
10s casos se produjo un pequefio aumento en l a  in tens idad  de  e s t o s  
p icos  en 10s espec t ros  de 10s e s t e r o i d e s  sa tarados ,  cabiendo la  m i g  
ma j u s tk f i cac ien  propuesta para las r u p t u r a s  g y 2. 
Por Cltimo s e  observaron las  r u p t u r a s  8 (picas y 43-2H) 
y & (p ico  g) d e l  a n i l l o  D. Este filtimo p ic0  r e s u l t 6  de poca u t i -  
l i d a d  debido a s u  baja r e l a c i 6 n  d z .  E l  fragmento en 10s esteroA 
d e s  sa turados  co inc id i6  con e l  fragmento P correspondiente a1 ani- 
110 A. En cambio, en presencia  de dobles  en laces  s e  d i ferenciaron  
ambas rup tu ras ,  ya que e l  i6? g s n f r i 6  e l  corr imiento de 2 y 4 u.m. 
iii, Framentaciones d e l  a n i l l o  4: El fragment0 b s o l o  r e s u l t 6  de 
importancia en e l  d2-esteroide lJQ, donde se transform6 en e l  
pico base d e l  espectro.  Este pico se o r i g i n a r i a  por una r u p t u r a  tL 
po Retro Die ls  Alder (=I, sumamente farorec ida  ( f i g u r a  54). A 
p a r t i r  de dicho fragmento s e  generarfan o t r o s  iones ,  por p6rdida 
de meti lo  (RDA-151, agua (RDA-IS) , cadena l a t e r a l  (RDA-42) y l a  
fragmentacibn p r i n c i p a l  d e l  a n i l l o  D (RDA/o-HI. En base a l a  frag 
mentaci6n (RDA) - y a 10s iones  que de e l l a  d e r i v a n ,  e s  pos ib le  dh 
f e renc ia r  presn -2-en-20-ona (110) d e l  r e s t o  de 10s compuestos mo- 
noinsaturados. 
E l  fragmento P fue e l  Gnico proveniente de l a  rup tu ra  del 
a n i l l o  A observado ya que su cont ra ibn  (p ico  g) no fue obssrvado, 
nl s t q u i e r a  en e l  compuesto 110 donde corresponderia  a una rup tu ra  
t i p o  Retro Diels Alder con re tencibn  d e  l a  carga sobre l a  porcibn 
formada por 10s carbonos 1 ,  2, 3 y 4. 
FiRura a: auptura t i p 0  Ratro Die ls  Alder (R&) de pregn -2-en-20- 
ona (110). 
i v .  Franmentacionea d e l  an ill^ g: Las rup tu ras  propuestas  en todos 
10s casos fnvolucran l a  uni6n C9-C10, La esc ic i6n  de l a  uni6n 
C5-C6 daria l uga r  a 10s fragmentos y g. La presencia  de  un i6n a 
m/z 95 en 10s e s t e r o i d e s  sa turados  (& y 31, i n d i c a r i a  l a  ruptu- 
r a  &. Sin embargo dicho i 6 n  m/z 95 aparecid con similar i n t e n s i -  
dad en 10s o t r o s  20-ceto e s t e r o i d e s  anal izados,  cuando e l  fragmen- 
t o  & deber ia  aparecer  a m/z 93 en 10s compuestos monoinsaturados 
e n  e l  a n i l l o  A (compuestos 1QB, m, y 111) y a 91 en e l  2,4- 
dieno u, rnientras sue  en e l  caeo de 10s f15-esteroidas (compuestos 
102 y m) deberfa e s t a r  ausente  dado que la  rup tu ra  i m p l i e a r i a  l a  
desconeccibn de dicha  uni6n o l e f f n i c a .  En todos 10s e s t e r o i d e s  ang 
l i z a d o s  aparecieron sefiales a m/z 95, 93 y 91 de in tens idad  s i m i l a r ,  
cualquiera  sea e l  grado de  i n sa tu rac ibn  y l a  l o c a l i z a c i b n  de dicha 
insa turac ibn .  Por l o  t an to  no se trataria de l a  rup tu ra  g s i n o  de 
una ruptura genera l  que daria lugar a fragmentos de f6rmula C7H,,, 
C H y C H ( e s t e  Gltimo corresponderia a1 i6n  t r o p i l i o ,  de suma 7 9 7 7 
e s t a b i l f  dad),  
Tampoco se observd l a  fragmentacibn 4. En c m b i o  la frag 
mentaci6n 2, correspondiente a l a  desconeccidn de las  uniones C9- 
C 1 0  y C6-C7, prodn jo un pic0 importante (siempre mayor d e l  40 96)  
salvo en e l  caso de 10s d - e s t e r o i d e s  1Q2 y m. El hecho que apa- 
r e c i e r a  e s t e  ibn con menor importancia para 10s A'-derivados s e  d~ 
ber ia  a que l a  fragplentaci6n i rnpl icar ia  en esos  casos l a  r u p t u r -  
de una uni6n v i n i l i c a  (C6-C7),  poco favorecida. En cambia en e l  c g  
s o  d e l  A' y 10s p4-esteroides (cornpuestos 111, g r e spec t i -  
vamente) l a  fragmentaci6n s e  encon t ra r i a  favorecida por l a  l a b i l i -  
zaci6n de las  uniones Cg-CIO (en toaos 10s casos) y C6-C7 ( en  10s 
4 A -derivados) por s e r  e s t a s  de tkpo a l i l i c a s ,  a t a l  punto que e l  
fragmento m/z 108 s e  transform6 en e l  segundo p ic0  en importancia 
e n  10s espect ros  de 10s e s t e r o i d e s  rnonoinsaturados 108 y 111. 
La ruptura  2 s i n  migracidn de  Btomos de  hidrbgeno, apar2  
c i 6  acompaiiada por 10s iones  e+H y & relat ivamente inpor tan tes .  
Djerassi  y colaboradores 95 indicaron  que en piegnan-20-ona (3) 
el fragmento e s t a r f a  favorecido por l a  l a b i l i d a d  de l a  unidn 
C13-C17, l a  cua l  provocaria un corr imiento e l e c t r b n i c o  qne favor2  
c e r i a  l a  migracihn d e  X5 hac ia  l a  posici6n 9, junto coh l a  rup tu ra  
de  l a  uni6n C6-C7 ( f i g u r a  55) .  Sin  embargo, de producirse este prs  
ceso,  l a  ruptura  & no seria posib le  en e l  caso de 10s h4-es te ro i  
des  106 y 108, donde 10s i ones  d z  105 y 10'7 reapectivamente r e suh  
ta ron  a lgo  mis i n t e n s o s  que  e l  c o r r e ~ ~ o n d i e n t e  i 6 n  d z  109 en 10s 
es te ro ides  sa turados  & y 114. En cambio un mecanismo con rup tu ra  
eimple de las uniones a l i l i c a s  C9-C10 y C6-C7 parece m8s razonable 
(a1 menos en 10s h4-esteroides) .  
F i m r a  z: Mecanisma de l a  rup tu ra  e-H en pregnan-20-ona (3) pro 
puesto por Djerass i  y colaboradores ( r e f e r e n c i a  95). 
t 
La p&rdida 6 ganancia de un &torno d e  hidrbqeno p e r m i t i r i a  
e l  reordenmiento  de 10s b5-esteroides y m, produci6ndose las  
rupturas & y a, cuando no aparece e l  fragmento g. 
La importancia d e l  i6n & en e l  caso de 10s dienos 102 
y 106 podria  deberse a la  contr ibuci6n en la  i n t ens idad  d e l  m i s m o  
d e l  m e t i l t r o p i l i o  (dz 105) e l  c u a l  aparec i6  tambign en todos 10s 
o t r o s  e s t e ro ides .  
E l  contraihn correspondiente a1 fragmento 2,  es d e c i r  el 
fragmento f, e l  c u a l  r e t i e n e  l a  carga sobre e l  fragmento oxigenado 
se produjo en todos 10s casos con l a  p6rdida de un Qtomo de  hidrb- 
geno por e l  mismo (a) ( picos poco in tensos  aunque de tec tab les )  . 
Del mismo mod0 s e  observ6 con poca in tens idad  l a  rup tu ra  
d e l  a n i l l o  B correspondiente a1 fragmento $. 
Por iiltimo, l a  rup tu ra  g ( con t rapa r t e  d e l  a n t e r i o r )  s i n  
migracibn de hidrhgeno, daria lugar a 10s i ones  m/z 124, 122 y 120 
para 10s e s t e r o i d e s  sa turados ,  mono y d i insa tu rados  respectivamen- 
te ,  En la  m i s m a  r eg ibc  apa rece r i a  e l  i & n  correspondiente a l a  frag 
mentacibn g d e l  a n i l l o  C ( d z  124)- En 10s espec t ros  s e  obseraaron 
picos importantes a m/z 121 y 1 19, y en menor importancia a m/z 123 
para todos 10s es te ro ides .  E8 POCO probable que e s t o s  picos provi- 
niesen de las fragmentaciones indicadas ya que de ser una ruptura 
de t i p o  11 donde l a  r e l a c i d n  m/z e s  i g u a l  para todos 10s e s t e r o i d e s  
anal izados,  e s t a  deberfa  producirse  con l a  migraci6n de 3 y 5 &to- 
mas de hidr6geno hac ia  e l  fragmento neutro ( c o r r e ~ ~ o n d e r f a n  a 10s 
picos n-3H y n-5H) en e l  caso de 10s picos mbs importantes.  Por Q 
t r o  lado, si s e  p lantea  una rup tu ra  n-H s e r i a  pos ib le  j u s t i f i c a r  
I 
10s i ones  m/z 123 en 10s compuestos sa turados ,  10s m/z 121 en 1 ~ s  
monoinsaturados y 10s d z  119 en 10s dienos,  pem no asf  e l  r e s t o  
de  10s i ones  presentes, fundamentalmente 10s i ones  m/z 121 en 10s 
e s t e r o i d e s  sa turados  y dienos,  y m/z 119 en 10s primeros, 10s cua- 
l e s  en algunos casos aparecieron con mayor in tens idad  que 10s picos 
j u s t i f i cados  por & en dichos compuestos. 
Cabe destacar que 10s fragmentos m/z 120-122 correspon- 
d ien tes  a una rup tu ra  de t i p o  Retro Die ls  Alder de 10s f15-estero!. 
des  y aparecieron como picos de  b a j a  in tens idad ,  no d& 
fe renc iab les  de 10s iones  de i g u a l  r e l ac i6n  m/z en 10s o t r o s  e s t e -  
ro ides .  Lo propio sucedi6 con e l  fragmento m/z 178 correspondiente  
a la  rnisrna rup tu ra  pero con l a  carga sobre e l  fragmento oxigenado 
(fragment0 h), 
I.. 
Z a r e t s k i i  destac6 en su  l i b r o  sobre  espectrometr ia  de  ma 
s a s  de e s t e r o i d e s  '14, l a  presencia  de un grupo de fragmentos a d z  
118-122, de in tens idad  similar, en gran variedad de e s t e r o i d e s  in- 
sa turados  en d i s t i n t a s  posiciones,  l o  c u a l  hacia de poca u t i l i d a d  
cualquier  seEal presente  en e s t a  regi6n d e l  espect ro ,  para l a  l o c g  
l i z a c i b n  de un doble enlace,  
v. Fra~mentaciones del 5: La rup tu ra  p, . cont rapar t ida  d e l  
fragmento 11, ya anal izado anteriormente., aparec i6  como un p ic0  
de  poca importancia (&I, aunque siempre observable. La mayor ig 
tensidad de e s t a  pico en e l  caso d e l  A~-es te ro i .de  podria deberse 
a l a  contr ibucibn a d i c i o n a l  a1 mismo del fragmento m/z 175 c o r r e s  
pondiente a la  rup tu ra  d e l  a n i l l o  A de t i p 0  Retro Die l s  Alder se- 
@Ida de l a  ruptura d e l  a n i l l o  D d e l  t i p 0  & ( fragmento RDA/Q-H) . 
Avala e s t a  h i p 6 t e s i s  l a  presencia  de un i 6 n  de in tens idad  similar 
con una r e l a c i d n  m/z 176 (fragmento RDA/q) ,  l o  c u a l  estS de acuer 
do con l a  s i m i l a r  i n t e n s i d a d  con que apa rec i e ron  10s fragmentos q 
y & d e l  e s t e r o i d e .  
La r u p t u r a  mas importante  d e l  a n i l l o  C correspondi6 a l a  
e s c i c i d n  de  las  uniones C9-Clt y C8-C14, con pe rd ida  de un &torno 
d e  hidrhgeno y r e t enc idn  de l a  carga sobre  e l  fragmento formado por 
10s a n i l l o s  A y B ( r u p t u r a  s), mien t r a s  que a q u e l  donde l a  carga  
permanece sob re  e l  fragment0 oxigenado (J,) no se observ6. 
Las dos fragmentaciones r e s t a n t e s  provienen de l a  r u p t g  
r a  de l a s  uniones Ctl-C12 y C8-C14, encontrGndose ambas p r e s e n t e s  
con la  perd ida  de un Qtomo de hidrdgeno por  e l  fragmento cargado 
(k-B g J&). La mayor importancia  r e l a t i v a  d e l  i 6 n  k-H e n  pregn- 
2-en-20-ona (110) s e  d e b e r i a  nuevamente a l a  con t r ibuc ibn  de un 
fragmento der ivado  de la  r u p t u r a  Retro  Diels. Alder d e l  a n i l l o  A 
( e n  e s t e  caso seguida de l a  fragmentacihn o-H d e l  a n i l l o  D)(RDA/O-H). 
v i .  Di fe renc iac ibn  & los e s t e r o i d e s  ana l izados :  De l a  d i scus i6n  
a n t e r i o r  se deduce que s e r i a  f & c i l  de te rminar  e l  grado d e  in- 
s a t u r a c i b n  d e l  e s t e r o i d e  g r a c i a s  a l a  presenc i a  de un importante  
i 6 n  molecular ,  confirmado por  10s d i s t i n t o s  p i c o s  que eont ienen en 
s u  e s t r u c t u r a  10s a n i l l o s  A y B ( r u p t u r a s  3, i, Q, q y 8 ) .  
No s e  observaron d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  e n t r e  1.0s e s  
pec t ros  de  50(- y 5P-pregnan-20-ona (& y 3 r e ~ ~ e c t i v a m e n t e ) ,  10 
c u a l  e r a  de  e s p e r a r s e  debido a l a  poca u t i l i d a d  d e  l a  espectrome- 
t r f a  de  masas en  e l  a n g l i s i s  conformacional  molecular .  
Pregn -2-en-20-ona (1lf2) e s  e l  finico de  10s e s t e r o i d e s  
# 
monoinsaturados fac i lmente  d i f e r e n c i a b l e ,  g r a c i a s  a l a  fragmenta- 
c i b n  RDA d e l  a n i l l o  A (m/z 246) que cons t i tuy6 e l  pico base d e l  eg  
pectro.  Adern& presentx: o t r o s  fragmentos der ivados d e l  i6n  a n t e r i o r  
(RDA-15, RDA-18, R D A - j j ,  BDA/o-H, RDA/a, RDA/o-H, RDA/u). 
Tarnbie'n es ~ o s i b l e  d i f e r e n c i a r  pregn - 5-en-20-ona 
6 f r e n t e  d e l  r e s t o  debido a l a  poca abundancia d e l  i6n  m/z 108 (15 ?( 
a 42/83 %) ya que esta impl icar fa  l a  desconeccihn de la  unibn vinL 
l i c a  C6-C7. E l  r e s t o  de l a s  rup tu ras  no presentaron d i f e r e n c i a s  de 
s ign i f i cac ibp .  No s e  observb, como s e  ind ica ra  anter iormente,  l a  
rup tu ra  de t f p o  Betro Die ls  Alder d e l  a n i l l o  B, propuesta par 
Reichstein y colaboradores 'I5 en e l  caso de 3-hidroxi-5-enesteroL 
des. 
No se observaron d i f e r e n c i a s  de s i g n i f i c a c i h n  e n t r e  las 
8.- 
f ragmentaciones de pregn - 3-en-20-ona (109) y pregn - 4-en-20-ona 
(MI, por l o  cua l  no s e r s a  pos ib le  d i f e r e n c i a r l o s  e n t r e  si por e= 
* 
pectrometr ia  de masas. 
En e l  espect ro  de masa d e l  estigmasta-4,22-dieno (141) 
Reed 'I6 propuso que l a  perdlda de 28 u.m. que se observaba en e l  
rnismo se debfa a l a  eliminaci6n de 10s carbonos 1 y 2 d e l  a n i l l o  
A por una ruptura  de t i p o  Retro Diels  Alder,  la  cual e r a  seguida 
por l a  esc ic i6n  de l a  cadena l a t e r a l  para dar e l  i 6n  m/z 229. ( f i -  
gura 56). En e l  espect ro  de pregn -4-en-20-ona (10Fj) no s e  observd 
ninguna sefial a m/z 272, correspondiente a la  phrdida de 28 u.m., 
mientras que e l  fragmento correspondiente a m/z 229 corresponde a 
l a  ruptura  d. D e  l a  no e x i s t e n c i a  d e l  fragmento M-28 s e  desprea 
de que probablemente l a  j u s t i f i c a c t b n  d e l  mismo en e l  caso d e l  e g  
tigmasta-4,22-dieno (141) no fue ra  l a  c o r r e c t a  dado que e l  cambio 
de  cadena l a t e r a l  no deber ia  a f e c t a r  dicha ruptura.  Una posib le  jug 
Bmra 54: Fragmentaciijn del estigmasta-4,22-dieno (referen 
cia 116). 
tificacibn seria la p6rdida de 28 u.m. de la cadena lateral (por 
ejemplo del etilo alflico), mientras que el fragment0 supuestameg 
te proveniente de la pgrdida de la cadena lateral de M-28, se prq 
ducirfa por una ruptura similar a la & de 10s 20-cetopregnanos. 
La diferenciacidn entre 10s dienos es posible gracias a 
la ruptura e del mismo modo que en pregn - 5-en-20-ona (=I, ya 
que este fragrento en el 3,5-dieno 102 apareci6 con muy baja i n t e ~  
sidad (2,6 %) debido a que en la ruptura se encuentra involucrada 
una uni6n vinilica, 
Respecto de las rupturas del esqueleto esteroidal que no 
~ 
estaban indicadas en trabajos previos (15, :&, y a) ' " , todas a l l a s  1 
I 
se encontraban presentes en 10s espectros analizados, siendo parti- I 
cularm6nte importante la (intensidad mayor del 10 96) y la ,d 
-7 (mayor del 8 %). an cambio no se observaron las fragmenkaciones a, 
& y 2 i nd i cadas  para e l  esque le to  e s t e r o i d a l .  E s t o s  fragmentos fa& 
t a n t e s ,  a s 5  como (de  poca importancia)  y g (cuya presencfa  n o - e s  
segura)  corresponden a r u p t u r a s  de  dos uniones e x o c i c l i c a s ,  donde 
e l  fragment0 neu t ro  corresponde a1 c i c l o  i n t a c t o ,  mien t r a s  que l a  
ca rga  pernanece en  porciones  que  poseen una cadena l i n e a l  de a1 m g  
nos dos atornos de  carbono (a s e r i a  una cadena l i n e a l  de 4 carbonos). 
La perd ida  de dicha  cadena lateral  (coxno e t i l e n o  por  e jernplo) con- 
t r i b u i r i a  enijonces a l a  i n t e n s i d a d  de i o n e s  de  menor r e l a c i 6 n  m/z, 
formados tanbign por fragmentacibn d i r e c t a .  Es a d ,  por  ejemplo, 
que l a  perd ida  de dos Qtomos de carbono en e l  fragment0 !& (poco 
importante)  d a r i a  lugar  a un i 6 n  m/z 149, 147 6 145, segfin e l  grs 
d o  de i n s a t u r a c i h n ,  equ iva l en t e  a1 que se o b t i e n e  por fragmentaci6n 
1 - 
i-H ( r u p t u r a  m H s  impor tan te  d e l  a n i f l o  C ) .  
Comprenden e s t e  grupo pregna-1 ,4-dien- J ,200diona (9) y 
s u s  mono, d i  y t r i k i d r o x i d e r i v a d o s  en  pos i c iones  11/3, 17d y 21, 10s 
i o n e s  p r i n c i p a l e s  de cuyos e s p e c t r o s  se resumen en l a  t a b l a  111-2. 
Respecto de 10s 20-cetopregnanos ana l i zados  an te r io rmeg 
te,  no s e  produjeron en 10s A ' * ~ - 3 - c e t c e s t e r o i d e s  las r u p t u r a s  a/ 
p y d& ya que para e l l o  s e r f a  n e c e s a r i a  l a  desconeccibn d e  uniones 
o l e f i n i c a s  (C1 -C2 y C4-C5) o v i n i l i c a s  (C5-C6) respectivarnente.  
Los e s p e c t r o s  de 170(-hidroxi-pregna-1,4-dien-3,2O-dfona 
(11) y 1 lfi,17d,21 -trihidroxi-pregna-1,4-dien-3,2O-diona (16) 118 
se encuentran d e s c r i p t o s  en l i t e r a t u r a ,  s iendo  concordantes  con 10s 
d e t a l l a d o s  en e s t a  tesis. 
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El i6n molecular  s e  encontrb  p re sen te  (?,a-36,4 %I,  su- 
f r i e n d 0  10s esperados  c o r r i m i e n t o s  en 16 u.m. por cada h i d r o x i l o  
p r e s e n t e ,  r e s p e c t o  d e l  v a l o r  base m/z 312 cor respondien te  a pregna- 
1,4-dien-3,200diona (9). En base a e s t e  i 6 n ,  10s e s t e r o i d e s  cueden 
ser d i f e r e n c i a d o s  fac i lmente  por s u  grado de h i d r o x i l a c i 6 n  ( d z  312 
e n  9, 328 en 10s monohidroxiderivados, 344 en 10s d i h i d r o x i d e r i v a -  
dos ,  360 en &). 
Confirman e s t a s  d i f e r e n c i a s  10s i o n e s  der ivados  d e l  i6n 
molecular  por perd ida  de fragmentos pequefios (M-15, M-18, E-33) 
presen te s  en cask todos  10s casos .  E s t o s  i o n e s  apa rec i e ron  con bg 
ja i n t ens idad  (menos d e l  5,2 76) aunque f ac i lmen te  observables  en 
l a  reg ibn  de masas altas d e l  e s p e c t r o ,  l i b r e  d e  o t r o s  fragmentos 
,.- 
cargados ( s a l v o  M-31 en el caso  de a lgunos  21-h idroxies te ro ides ,  
como s e  d i s c u t i r a  m6s a d e l a n t e ) .  
i. Framenta-ciones del a n i l l o  5: La f r a g m e n t a c i h  g d i o  l u g a r  a1 - 
pico  base dn todos  10s e s p e c t r o s  a t r a v d s  de 10s i o n e s  m/z 122 
6 121. E l  primero de estos e s  el fragment0 c a r a c t e r i s t i c o  d e l  sis 
tema ~ ' ~ ~ - 3 - c e t o  e l  c u a l ,  como se i n d i c a r a  an te r io rmente ,  se pro- 
duce por  l a  desconecci6n de las uniones C9-CIO y C6-C7, concornitall 
temente con la migracibn de dos  $tornos de  hidrhgeno hac i a  e l  frag 
mento cargado. 
Resu l t6  sorprendente  que en e l  caso  de  10s e s t e r o i d e s  17d- 
h id rox i l ados ,  e l  p ic0  base f u e r a  el m/z 121 ( s a l v o  en 14 donde 10s 
i o n e s  121 y 122 aparec ie ron  practfcamente con i g u a l  i n t e n s i d a d ) .  
En cambio no se  observ6 un aumento e n  l a  abundancia relg 
t i v a  d e l  i 6 n  m/z 121 debido a l a  presenc i a  d e l  h i d r o x i l o  1 lp como 
4 sucede en e l  caso d e l  i 6 n  m/z 123 en 10s A -3-ce toes te ro ides  113 
Se encuentra  d e s c r i p t o  en l i t e r a t u r a  l 9  el espec t ro  de  
masas a e l  20,21 -acet6nido de 1 1/3,170(,20,21 -tetrahidroxi-pregna-1,4- 
dien-3-ona ( ~ 1 ,  en e l  c u a l  e l  i6n d z  121 p re sen ta  una abundancia 
r e l a t i v a  s u p e r i o r  a l a  d e l  ionm/z122, Dicha impor tanc ia  d e l  p i co  rg 
s u l t a n t e  de l a  f ragzentac ibn  e+H, f u e  cor re lac ionada  con l a  presen- 
4 c i a  d e l  h i d r o x i l o  11p, por s i m i l i t u d  con l o  que sucede en 10s A -3- 
c e t o  e s t e r o i d e s  113, S i n  embargo e l  compuesto ana l i zado  tambign prg 
s e n t a  e n  su e s t r u c t u r a  un h i d r o x i l s  en pos ic i6n  1 7 d e l  cual, se&n 
10s r e s u l t a d o s  d e l  a n a l i s i s  de  d i s t i n t o s  17~4,-hidroxi-A' '4-3-cetoeE 
t e r o i d e s  aqu i  d e s c r i p t o ,  seria e l  verdadero responsable  de l a  modl 
f i c a c i d n  d e l  espec t ro ,  E l  e r r o r  ind icado  proviene de  e x t r a p o l a r  re 
s u l t a d o s  vAlidos en o t r a s  e s t r u c t u r a s  basAndose s o l o  en un ea te ro ide .  
La confirmacibn d e l  o r i g e n  cornfin ( fragmentacibn fi) de 10s  
i o n e s  m/z 121 g 122 en  pregna-1 ,4-dien-3,20-diona (9) (como r e p r e s e n  
t a n t e  de 10s 17-desoxies te ro ides )  y su  17d-hidroxiderivado 11 (como 
ejemplo de  10s 17-hidroxi lados) ,  se r e a l i z 6  mediante e l  an5lisis de 
10s e s p e c t r o s  de masas de  d i chos  e s t e r o i d e s  marcados con d e u t e r i o ,  
coma s e  d i s c u t i r g  mQs adelante  (pgg, ,163). A l l 5  se presenta  tambie'n 
u n  mecanismo que j u s t i f i c a r i a  e l  e fec to  "a larga d i s t anc ia"  d e l -  h i -  
droxilo-17d sobre la ruptura  d e l  a n i l l o  B. 
El i6n m/z 122 e s  un tautbmero d e l  ibn molecular d e l  3,4- 
d imet i l f eno l  (1381, como se i n d i c a r a  anter iormentc,  encontrgndose 
presentes  en 10s espeet ros  de masa de 10s A'*~-3-ce toes te ro ides  a- 
nal izados,  10s iones  correspondientes a la  fragmentacibn de dicho 
compuesto aromiitico (m/z 107; 81; 55; 53; 79; 77; 67; 95; 93; 91) 
( v e r  rup tu ras  generales de fenoles  y toluenos 120) . 
E l  fragmento f-H, r e s u l t a n t e  de l a  esc ic ibn  de las mismas 
uniones que en e l  caso a n t e r i o r  pero donde l a  carga se ubica en l a  
porcibn formada por 10s s n i l l o s  C y D, c a r a c t e r i s t i c o  t a m b i ~  d e l  
IC 
sisterna A' ~ ~ - 3 - c e t o  (M-121) , tambign se encontr6 en 10s a s t e r c i d e s  
analizados.  
Esta ruptura  e s t a r i a  favorecida por l a  preseneia d e l  h i -  
droxi lo  1 lp como puede verse en la t a b l a  111-2 (3 , l -6 ,6  % en 10s 
1 1 -desoxiesteroides f r e n t e  a 12,g-23,l en 10s 11 -hidroxllados).  & 
demss de  l a  modificacibn de l a  i n t ens idad  r e l a t i v a  de e s t e  f r a m e &  
t o  s e d n  l a  sus t i tuc i t in ,  tambi6n se v i o  afec tado e l  valor de r e l a -  
ci6n m/z a1 cual aparecid ya que las gosic iones  de hidroxi lac i6n  
anal izadas  s e  encuentran todas en l a  porcibn d e l  e s t e ro ide  que fog 
m a  par te  d e l  iBn r e s u l t a n t e .  
Lo mismo sncedi6 en e l  caso d e l  fragmento s, tambi6n 
c a r a c t e r i s t i c o  d e l  sistema l,J+-dien-3-ceto d e l  a n i l l o  A (M-135) , 
en cuanto a1 auuento de in tens idad  en presencia  d e l  h id rox i lo  l l p  
(6,8-8,g % f r e n t e  a O-3,3 % en 10s 1 1-desoxiderivados) y a 1  c o r r F  
miento de l a  seilal por hidroxi lacihn.  
La elevada intensidad en e l  ca so  de 16 pa ra  e s t e  i 6 n  se 
d e b e r i a  a que coinc ide  con e l  fragmento formado por l a  r u p t u r a  Q, 
segu ida  de phrdida de agua, e l  c u a l  se d i s c u t i r e  m6s ade lan t e .  
E l  aumento de i n t e n s i d a d  d e l  fragmento h-B p a r  l a  pre-  
s e n c i a  de  un h i d r o x i l o  en pos i c idn  1lp s e  d e b e r i a  a la mejor e s t g  
b i l i z a c i b n  d e  l a  carga ,  g r a c i a s  a l a  p o s i b i l i d a d  de  sn l o c a l i z a -  
ci6n sob re  e l  oxigeno ( e s t r u c t u r a  m, f i g u r a  571, dando l u g a r  a 
ana e s t r u c t u r a  de " o r b i t a l e s  l lenos".  
L a f c o n t r a p a r t i d a  de este i6n, e s  d e c l r  la  fragmentacibn 
g, d i o  l u g a r  a t r e s  se i ia les  impor tan tes  en e s a  r eg ibn  d e l  e s p e c t r o  
(5.3-30,6 %) cor respondien tes  a &, g y a 3 134 J 135 
respect ivamente) .  E s t e  fragmento no fue ind ieado  como c a r a c t e r i s -  
t i c o  d e l  s i s t ema  A' 94-3-ceto 66 , pese a qv-e e l  c a r a c t e r  doblernea 
te a l f l i c o  de la  uni6n C9-C10 favorece notablemente l a  fragmenta- 
c ibn ,  dando lugar a picos  de f h c i l  as ignac ibn ,  a d i f e r e n c i a  d e l ' c a  
s o  de 10s 20-ceto-pregnanos ana l i zados  an te r io rmente  ( p .  148) c g  
Fimrq z: E s t a b i l i z a c i d n  del fragmento && en 1 l p -h id rox ie s t e ro2  
des. 
ya asignacibn no result6 concluyente. 
. El filtimo fragment0 que implica la desconeccibn de la u- 
ni6n C9-C10, indicado por Brown y Djerassi 66 como caracteristico 
de A' 94-3-cetoesteroides (de baja intensidad) es el correspondien- 
te a la perdida de C9-Cl1-ClZ (41 u.m., salvo en el caso de 10s 11- 
hidroxiesteroides donde seria de 57 u.m.) el cual no se observd en 
10s espectros de 10s compuestos snalizados, 
ii, Framentaciones &&- anillo C: La ruptura !, se produjo con la 
migracibn neta de un btomo de hidrbgeno desde o hacia la por- 
ci6n cargada , re~~ectivamente). 
A 1  igual que en el caso de 10s 20-cetopregnanos, la rup- 
tura 2 no se observd en 10s espectroa de masas de pregna-1,4-dien- 
J ,2O-dionas, ni siquiera en el caso de 10s 11/3-hidroxiderivados en 
10s cuales, segfin la teorfa bssica de la espectrometria de masas, 
la desconecci6n de la uni4n C9-C11, estaria favorecida por tratac 
se de una ruptura C% a1 hidroxilo. 
En cambio, si se produjo la ruptura k, con plrdida de un 
hidrdgeno por el fragment0 cargado, dando lugar a1 i6n m/z 173 en 
10s 11-desoxiesteroides y m/z 189 en 10s 11-hidroxilados. Este frag 
mento result6 m&s intenso en el primer grupo de pregnanos (12,5- 
27,l b) sue en 10s 1 lp-hidroxiderivados ( 1 , j -3, l  %) , pese a que la 
unidn C9-Cll estarfa activada por ser o( a1 hidroxilo. 
La contrapartida del fragment0 anterior (ruptura g) dio 
origen a iones de muy baja intensidad (0~9-2,5 %), mientras que 10s 
debidos a las rupturas y no se observaron en 10s espectros. En 
el caso de 10s 20-cetopregnanos fueron observados 10s fragmentos 1. 
y m_ aunque con baja intensidad (menor del 10 %), mientras qne la 
presencia del fragmento Q result6 incierta (ver p&g. 149). Por lo 
tanto resulta ldgico que estas rupturas de poca rnonta, debidas a1 
esqueleto esteroidal en si, desaparecieran cuando se funcionaIiz6 
el mismo con grupos que dirigen poderosamente las fragmentaciones 
como lo hace el sistema A' ~~-3-ceto. 
iii. Fra~mentaciones del anFllp 2: Este grupo de rupturas est6 dl 
rigido por la labilizacidn de la uni6n C13-C17 debido a la 
presencia del carbonilo-20, como se discutiera en el caso de 10s 
20-cetopregnanos. 
La fragrnentacidn g solo result6 de importancia en preseg 
cia de un hidroxilo en posici6n 170( el cual favorece abn rngs la rug 
tura de la unibn C13-Cl7. Sin embargo fue posible identificar estos 
iones en todos 10s casos d'ebido a que aparecen en una regi6n libre 
de otras seiiales, y a la distribucibn caracteristica de 10s cinco 
picos que se producen (correspondientes a 10s fragment06 &, q, 
Q&, o-2H y o-3H). En presencia de un hidroxilo en posici6n 1 1  las 
especies cargadas anteriores aparecieron con 18 u.m. menos que las 
esperadas, debido a la p6rdida de agua, desapareciendo 10s fragmeg 
tos Q como tales, siendo reemplazados por la serie 0-18, 
La ruptura g, de suma importancia en 10s 20-cetopregnanos, 
solo pudo ser observada en el caso de pregna-1.4-dien-3,200diona (9) 
y su 1 lp-hidroxiderivado 1Q, donde se produjo con ganancia de un ate 
mo de hidrbgeno por la especie casgada (&I. La abundancia del ibn 
tdz  117 en el caso de l?d,21 -#ihidroxi-pregna-1 ,4-dien-3,20-diona 
(15) y su It@-hidroxiderivado & no puede ser asignada a1 fragmento 
ya que tambiin a ~ a r e c i b  en 10s e s p e c t r o s  d e l  r e s t o  de  10s e s t g  
r o i d e s ,  en  abundancia similar. Una p o s i b l e  exp l i cac ibn  Fara  l a  no 
e x i s t e n c i a  de e s t o s  i ones  en e l  caso  de 10s e s t e r o i d e s  17d g/o 21 
h i d r o x i l a d o s ,  podr ia  encon t r a r se  en l a  complejidad a d i c i o n a l  de l a  
e s p e c i e  formada en d i c h a s  c i r c u n s t a n c i a s  (a-hidroxi  y G,d-dihidroxi 
ce tonas  d e  4 dtomos d e  carbon01 l a  c u a l  se f ragmentar ia  fac i lmente ,  
La r u p t u r a  q ( s i n  rnigraci6n de hidrbgeno o con l a  phrdi-  
d a  de un atorno de hidrbgeno por l a  e s p e c i e  cargada)  a p a r e c i b  s o l o  
con c i e r t a  importancia  e n  e l  ca so  de  10s 17d-h idroxies te ro ides ,  
mien t ras  que s u  c o n t r a p a r t i d a ,  e l  fragmento g, r e s u l t 6  d e t e c t a b l e  
en todos  10s e s p e c t r o s  ana l izados .  Las r e s t a n t e s  r u p t u r a s  d e l  an& 
I l o  D ( S  g no fueron observadas en 10s e s p e c t r o s  analfzados .  
i v ,  Franmentacioneq de la cadenq l a t e r a l :  Como era d e  e s p e r a r s e ,  
l a  fragmentacibn g, s e  v i b  favorec ida  For L a  presenc i a  de  un 
h i d r o x i l o  en pos i c i6n  17d, donde tambign se observb e l  fragmento 
u-18 (p6rd ida  de  agua). En p re senc i a  de  un h i d r o x i l o  en pos i c i6n  
1 lp tambi6n se observb e l  fragment0 u-18 e i n c l u s i v e  e l  JI-36 en 
10s e s t e r o i d e s  h id rox i l ados  en pos i c iones  l l p  y 17d. 
La presenc ia  de un h i d r o x i l o  en pos i c ibn  21 tambie'n favq 
recib l a  formaci6n d e l  fragmento p, a trave's de  l a  p6rdida secuen- I 
Ekal  de CH2OH0 (31 u.m.1 y CO "3. L a  pkrdida de  31 u.m. menciona- 
da d i o  l u g a r  a un p ic0  de c i e r t a  importancia  ( 1 1 , O - 1 5 , 3  %) so10 
cuando no se encontraba p re sen te  sirnultaneamente e l  h i d r o x i l o  17d. 
Esto  puede e x p l i c a r s e  fac i lmente  ten iendo  en  cuen ta  que e s t e  G l t i -  
mo grupo func iona l  favorece I n  fragmentacidn g. Por l o  t a n t o  si se 
f o r l ~ a r a  e l  i 6 n  M-31, e s t e  p e r d e r i a  inmediatamente CO pa ra  d a r  g, 
Por 6ltim0, e l  fragmento q r e s u l t 6  de suma imyortancia  
s o l o  en  e l  caso de 10s 21-desoxies teroides  (m/z 431, pero despre- 
c i a b l e  en presenc ia  de  dicho s u s t i t u y e n t e  ( d z  5 9 ) .  Sin  embargo eg 
t o s  6 l t imos  e s t e r o i d e s  presen ta ron  un iBn a m/z 43 de o r i g e n  i n c i e g  
t o ,  que irnpidi6 u t i l i z a r  d icho i 6 n  como d i agnbs t i co  de 21-desoxies 
t e r o i d e s .  
v.  Elucidacibn,  e s t r u c t u r a l :  A 1  r e s p e c t o  e s  p o s i b l e  resumir 10s s& 
g u i e n t e s  hechos i n d i c a t i v o s  de la s u s t i t u c i 6 n  en pregna-I,&-dien- 
3,200diona: 
- La e x i s t e n c i a  de  10s i o n e s  d z  121/122, 133/134/135 y 159/16t 
,-L 
( r u p t u r a s  g, g, i-) i nd i can  que l a  6n ica  func iona l idad  p r e s e n t e  
en 108 a n i l l o s  A y B d e l  e s t e r o i d e  2s e l  s i s t ema  A' ~ ~ - 3 - c a t c .  
- La presencia de c inco  i o n e s  cen t r ados  en m/z 227 ( r u p t u r a  Q) iq 
dica  que la i inica func iona l idad  e x i s t e n t e  en 10s a n i l l o s  A ,  B y 
C corresponde a1 sistema A' 94-~-ce to .  
- La presenc i a  de un h i d r o x i l o  en pos i c ibn  1 1  puede s e r  d e t e c t a d a  
debido a l a  ausenc ia  d e l  ibn m/z 173 ( r u p t u r a  @; 10-30 %) , rg 
t i f i c a d a  por e l  aumento en l a  i n t e n s i d a d  de 10s i o n e s  M-121 y H-135 
( r u p t u r a s  g y h) y e l  reemplazo d e l  fragmento Q ( d z  227 en  10s 11- 
desox ie s t e ro ides )  por 0-1 8 (m/z 225 en 10s 1 l a -h idrox ider ivados)  . 
- La presencia de un h i d r o x i l o  en  pos i c ibn  l7d puede ser i n f e r i d a  
en forma i n d i r e c t a  For e l  aumento de l a  impor tanc ia  del i6n m/z 
121 ( r u p t u r a  2) y confirmada por e l  incremento de la6 sef ia les  co- 
r r e s p o n d i e n t e s  a las fragmentaciones Q (0-18 en p re senc i a  de  un- 
h i d r o x i l o  11P) y g (acompabado siempre por e l  i 6 n  u-18 y,  en e l  
caao de 10s 11 -h idrox i lados ,  d e l  i6n  u-36). 
- La presenc ia  de un h idPoxi lo  en pos i c i6n  21 puede s e r  i n f e r i d a  
en base a l a  presenc i a  d e l  i 6 n  M-31, aunque s o l o  e n  ausenc ia  de  
o t r o  h i d r o x i l n  en pos ic i6n  17a, ya que e s t e  filtimo hace desapare-  
c e r  e l  pico d iagn6s t ico .  
v i .  Oriaen d e l  ~ i c q  d z  121 : Para  de te rminar  si e l  o r i g e n  d e l  i b n  
-
m/z 121 era  e l  mismo que e l  d e l  i 6 n  m/z 122, es  d e c i r  a t r a v 6 s  
I -  
d e  l a  fragmentacihn g, se r e a l i z a r o n  y a n a l i z a r o n  10s e s p e c t r o s  de 
4,6,6,17,21 ,21 ,21-d7-pregna-1 ,4-dien-),20-diona (n) y 4,6,6,21,21,  
21 -d6-1 7d-hidroxi-pregna-l , 4-dien-3,20-diona (a) ( v e r  e s t r u c t u r a s  
cor respondien tes  en f i g u r a  19, p&g, 64). D e  este modo se  a n a l i z 6  
e l  o r igen  de d icho  i 6 n  t a n t o  en un caso  donde se trata del  p i c 0  bg 
se d e l  e s p e c t r o  (11) como cuando e l  pic0 base es e l  i 6 n  m/z 122 ( 9 ) .  
A s i  f u e  p o s i b l e  determinar  si e l  or igen  d e l  incremento en e l  i6n 
m/z 121 s e  deb ia  t a m b i b  a l a  fragmentacibn g. 
La t a b l a  111-3 presen ta  10s p o r c e n t a j e s  de  deu te rac i6n  
I 
e n  l o s  e s t e r o i d e s  marcados, determinados en base a las i n t e n s i d a -  
d e s  d e  las sef ia les  que aparecen en l a  r eg i6n  d e l  i 6 n  molecu la r ,  tg 
niendo en cuenta  l a  r e l a c i h n  uM+1/M+2 en e l  e s t e r o i d e  s i n  marcar. 
Para  e l  e s t u d i o  encarado,  fue  n e c e s a r i a  l a  d i sc r iminac ibn  
de l a  deu te rac ibn  en l as  d i s t i n t a s  pos ic fones  marcadas (C4, C6 y 
C21 en 71 y C4, C 6 ,  C17 y C21 en a). 
Tabla 111-3: Porcentajes de deuteraci6n en d -pregna-1,4-dien-3,2& 7 
diona (70) y d,-17d-hidroxi-pregna-1,4-dien-3,20-diona 
3 
(71). 
La deuteraci6n en posici6n 21 se determid facilmente en 
base a1 corrimiento del fragment0 p carrespondiente a la cadena lg 
teral. En ambos eskeroides marcados desapareci6 la seiial a m/z 43? 
siendo reemplazada por otras dos a m/z 45-l/a, correspondientes a 
compuestos di y trideuterados en posici6n 21, En base a la intens& 
dad r e l a t iva  de dichas sefiales se calcul6 la proporci6n de dichas 
especies. Los resultados se resumen en la tabla 111-4. 
La deuteracidn en posicf6n 17 de 70 se calcul6 gracias 
a1 corrimiento sufrido por el ibn  debido a la marcacibn (m/z 
Tabla 111-4: Discriminacibn de la deuteracibn de 70 y 71 en las diz 
-
tintas posiciones marcadas. 
193-1951, teniendo en cuenta 10s porcenta jes  calculados para  l a  deg I 
te rac i6n  sabre  C21. La marcacibn sobre dicho fragmento puede ser 
, 
discriminada segGn se i nd ica  en l a  t a b l a  111-5. 
La contr ibuci6n de las especies  indicadas con ( O )  en l a  
tabla  es nula dado que, se&n l o  calculado anter iormente,  no exig 
t e n  especies  no deuteradas o monodeuteradas en C21 ( s o l o  aparecen 
aque l l a s  que poseen 2 6 3 deu te r ios  en d icha  posicibn).  Por l o  taq 
t o  e s  co r rec t0  que no s e  observaran sefiales en las r e l a c i o n e s  m/z 
correspondiedtes a1 fragmento f-H monodeuterado 6 s i n  marcar. 
Se determind en que proporci6n se encontraba p resen te  l a  
especie 21d2-17dl en base al porcenta je  en que aparecid e l  fragmep 
t o  te t radeuterado (especie  216 17dl ) ya que deben guardar una re-  3- 
Tabla 111-5: Discriminaci6n de las  *species  deuteradas cons t i tuyeg 1 
-
t e s  d e l  fragment0 en 70. 
* 
% 
































d l  
do 
l a c i d n  e n t r e  si i g u a l  a l a  proporci6n gene ra l  d  /d c a l c u l a d a  para  3 2 
l a  deute rac ibn  de l a  posic i6n 21. Por  l o  t a n t o  corresponde a d icha  
e s p e c i e  un 21 % d e l  t o t a l  de 10s e s t e r o i d e s  p re sen te s ,  n i e n t r a s  que 
~1 r e s t o  de  l a s  espec i e s  t r i d e u t e r a d a s  (11 %) l o  c o n s t i t u y e  l a  es- 
p e c i e  21d3-17d0. Del mismo modo s e  c a l c u l d  e l  porcen ta jo  qus  l e  c p  
r r e sponde r i a  a l a  espec i e  21d2-17d0, a partir de 216 17d0 y l a  rg 3- 
l a c i 6 n  d3/d2 en C21. E l  v a l s r  ca l cu l ado  (4  1) se encuentra  en muy 
buena aproximacibn con e l  v a l o r  observado ( 5  %I. 
La r e l a c i d n  e x i s t e n t e  e n t r e  las e s p e c i e s  21d3-17dl y 21 
d 17d0 e s  l a  que guardan e n t r e  si t odas  las e s p e c i e s  monodeuterg 3- 
d a s  y s i n  d e u t e r a r  en pos ic i6n  17. Por l o  t a n t o  e l  84 % d e l  e s t e -  
r o i d e  p re sen te  s e  e n c o n t r a r i a  deu te rada  en pos i c i6n  17 mien t r a s  que 
e l  15 % r e s t a n t e  no p r e s e n t a r i a  marca s o b r e  d icho  carbon0 ( t a b l a  
111-4). 
La marcaci6n de las pos i c iones  4 y 6 s e  d e t e r a i n 6  en bg 
se a 10s porcen ta j e s  de  deu te rac ihn  d e l  i 6 n  molecular ,  t en iendo  en 
cuenta  10s p o r c e n t a j e s  de  deu te rac idn  determinados pa ra  las p o s i c i g  
nes 17 y 21, t raba jando  en forma similar a1 c&lcu lo  de la deu te ra -  
ci6n sobre  C17 a p a r t i r  d e l  fragment0 f-H ( s t  b i en  se debib  traba- 
jar con t r e s  ' ~pos i c iones"  de  marcacibn y e s p e c t e s  con hasta 7 deu- 
t e r i o s ) .  Los r e s u l t a d o s  s e  resumen e n  l a  tabla 111-4. 1 
E l  c 5 l c u l o  de  l a  deu te rac ibn  en pos i c iones  4 y 6 en 71 
se r e a l i z 6  en  forma mucho m A s  s imple  a p a r t i r  d e l  i 6 n  provenien te  
d e  l a  fragmentaci6n p, en base  a l a  i n t e n s i d a d  d e  las sef ia les  que t 
aparec ie ron  en l a  r eg i6n  cor respondien te  d e l  e s p e c t r o  (m/z 285-2891 
(Tabla 111-4). La r e l a c i b n  do-d3 en C4.6 fue  confirmada a p a r t i r  
d e  10s i o n e s  cor respondien tes  a u-18. 
En e l  cnso de a no se u t i l i z 6  l a  e s t r a t e g i a  seguida  e n  
e l  ca so  de  70 debido a que e l  m&todo empleado r e s u l t a  mucho nhs d i  
r e c t o  y simple,  y a quo se t r a b a j b  con sef ia les  de  mayor i n t e n s i d a d ,  
aumentando l a  c o n f i a b i l i d a d  de 10s r e s u l t a d o s ,  
E s t e  t i p 0  de  c5 l cu lo  no pudo s e r  u t i l i z a d o  e n  e l  ca so  de  
70 dado que  en e s e  caso, en e l  fragmento q tarnbign se e n c o n t r a r i a  
p resen te  l a  a a r c a  sob re  C17, mient ras  que un c&lcu lo  i n d i r e c t 0  (cg 
nociendo l a  deu te rac idn  en e s t a  filtima pos i c ibn )  r e s u l t a r i a  con mg 
cho e r r o r  d e h d o  a l a  baja i n t e n s i d a d  de  las s e a a l e s  correspondie; 
t e s ,  
Como v e r i f i c a c i b n  de que 10s v a l o r e s  ca l cu l ados  pa ra  la 
deute rac i6n  en pos i c iones  4, 6 y 21 de 71 e r a n  c o r r e c t o s ,  s e  c a l c g  
1 6  l a  r e l a c i 6 n  que d e b e r i a  e x f s t i r  e n t r e  16s d i s t i n t a s  se f ia les  de  
l a  regi6n d e l  idn molecular ,  h a l l i n d o s e  una buena c o r r e l a c i b n  e n t r e  
l a s  mismas y 10s v a l o r e s  exper imentales .  
Suponiendo que e l  or igen  d e l  i 6 n  rn/z 121 fuese  e l  rnismo 
que e l  d e l  fragmento d z  122, es d e c i r  a traves de la  r u p t u r a  pg 
r o  con migracihn d e  un s o l o  atorno de hidrbgeno,  se c a l c u l 6  l a  i n t e g  
s i d a d  de las seAales en 10s e s t e r o i d e s  marcados (70 y 71) debidas 
a 10s t o n e s  que aparecen a m/z 121-122-123 en 10s compuestos s i n  
rnarcar (2 y 11). Para e l l o  se adjudicb un v a l o r  a r b i t r a r i o  a 
nno de d i chos  fragmentos con un determinado grado de rnarcaci6n. En 
base a l a  r e l a c i b n  d -d en pos ic iones  4 y 6 ca l cu l ada  y a l a  re12 0 3 
c i6n  l,?l-l23 en e l  e s t e r o i d e  s i n  marcar,  s e  c a l c u l d  l a  con t r ibuc idn  
de  cada uno de 10s fragmentos en cada uno de  sus e s t a d o s  de d e u t e r a  
cibn, sum5ndose l a s  e s p e c i e s  de  i g u a l  r e l a c i 6 n  m/z. Finalmente las 
i n t e n s i d a d e s  t o t a l e s  c a l c u l a d a s  se normalizaron a un v a l o r  adecuatio 
p a r a  6U comparaci6n con las i n t ens idades  observadas.  Como puede vey 
se en l a  tabla 111-6, l a  c o r r e l a c i 6 n  e n t r e  10s v a l o r e s  ca l cu lndos  y 
las  i n t e n s i d a d e s  observadas,  r e s u l t 6  muy buena, apoyando fuertemen- 
t e  l a  p o s i b i l i d a d  de que e l  origen d e l  i 6 n  m/z 121 f u e r a  e l  nismo 
que e l  m/z 122, es  decir l a  r u p t u r a  g ( d z  121 = &; m/z 122 = 
e+2H). 
-
La raz6n por l a  cual l a  r u p t u r a  2 se v i o  afectada t a n  
dras t icamente  debido a l a  presenc i a  de  un h i d r o x i l o  en e l  o t r o  ex 
t r e n o  de l a  mal6cula e s t e r o i d a l  no r e s u l t a  ev iden te  observando la 
r e l a c i 6 n  e s p a c i a l  de  10s grupos involucrados .  S i n  embargo se encuen 
t ra  una posible explicacibn cuando se a n a l i z a  l a  i n f l u e n c i a  del h& 
droxilo-l7d sobre o t r a s  fragmentaciones d e l  e s t e r o i d e .  
Tabla  -111-6: C&lculo de l a  i n t ena idad  de 10s pic06 provenien tes  d e l  
fragment0 3 en 10s e s t e r o i d e s  marcados (29 y a) y c o ~  
parac i6n  con 10s v a l o r e s  observados. 
I 
70 71 
BL/z e+H e+2H e+3H ' 
Calc. Obs. Cdlc. Obs- 
126 d3 3 3 1 0 
125 d2 33 25 13 13 
124 d3 1 1 00 100 44 47 
123 d2 do 98 9 1 97 84 
1 22 1 68 76 68 78 
121 do 21 17 100 1 00 
I' 
I La presencia  de un hidroxilo en posici6n 170c favorece,  
como se i nd ica ra  anteriormente,  la  rup tu ra  del a n i l l o  D que da lugar  
I a1 16n m/z 227 (fragment0 &) . Dicho i6n  presenta dos c a r a c t e r i g  . 
I t i c a s  de suma importancia: 
I 
- Carece d e l  H 8 ,  udo de 10s que migra durante l a  formaci6n del i 6 n  
:I '. m/z 122, ya que e l  rnisrao es t r a n s f e r i d o  a l a  posici6n 17 'en e l  
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- En s u  lugar e x i s t e  un doble enlace ~ 8 ~ ~ 1 4  y ,  en posici6n a l i l i c a  
a1 mismo (C13)  l a  carga d e l  i6n. 
La primera pa r t i cu la r idad  d e l  fragmento imposibLli ta  l a  
ruptura d e l  mismo para d a r  e l  ibn m/z 122, proceso adern&$ d e s f a v ~ :  
rable ya que implicaria l a  fornaci6n d e  un i 6n  r a d i c a l  a p a r t i r  de 
un ibn. En carnbio s e r i a  f a c t i b l e  l a  formacidn de o t r o  i6n  simple, 
Por otro lado  e l  doble  enlace C8-C14 produce l a  l a b i l i z s  
-. 
c l 6 n  de l a  unibn c6-C7 (una d e  l a s  pue su f ren  la desconecci6n en 
la ruptura  g) ya que esta se encuentra en posicidn a l i l i c a ,  
Djerassi y colaboradorea 12' encontraron que la rup tu ra  
4 e e n  A -3-cetoesteroides s u s t i t u i d o s  con un grupo c e t o  en posici6n 
-
6 se producia con l a  migracibn de un s o l o  storno de hidrbgeno ( d z  
1371, debido a qae l a  presencfa de dicho grupo produci r ia  l a  sufL 
c i e n t e  activaci6n de l a  unibn C6-C7 como para que l a  rup tu ra  t u v i p  
ra lugar directamente ( rup tu ra  & a una cetona) s i n  que fuera nece- 
s a r i a  l a  migraci6n d e  un segundo htorno de hidr6geno. Tncluso la prg 
sencia d e  sust i tugentes  a l q u f l i c o s  sobre C6 favorece l a  ruptura d e l  
anillo B con migracibn de un s o l o  &torno de hidr6geno lz2, aunque 
l a  doble migrncibn afin predomina en  este caso, 
For l o  t a n t o ,  en base a 10s resul tados  obtenidos puede 
afirmarse que e l  i 6 n  d z  122 provendria, como esth es tab lec ido  en 
colesta-1 ,4-dfen-3-ona por aAlisis d i r e c t o  d e  i ones  h i j o s  
( D A D I ) ,  de l a  fragmentacibn directa d e l  i 6n  molecular 66 , mient ras  
que  e l  i 6n  m/z 121 provendria  d e l  fragment0 o-H (0-H-18 en e l  caso 
d e  10s 11p-hidroxiesteroides) corno se i n d i c a  en l a  f i p r a  58. 
Pinura s: Origen propuasto para 10s iones  m/z 121 y 122 en 174--hi 
droxies tero ides .  
MBs adn, e l  increment0 en impor tanc ia  d e l  ibn d z  121 no 
s e r f a  exc lus ivo  d e l  h i d r o x i l o  1 7 4  ya que c u a l q u i e r  f a c t o r  que i n -  
cremente l a  fragmentacihn Q produc i r i a  e l  mismo e f e c t o  sob re  la d i s  
t r i b u c i b n  de 10s iones formados en la rup tu ra  3. Es m&s, cualquier 
f a c t o r  que a c t i v e  suf ic ien temente  l a  unf6n C6-C7, f a c i l i t a n d o  s u  
r u p t u r a  d i r e c t a  ( s i n  l a  segunda migracidn de h i d r k e n o ) ,  tambign 
p r o d u c i r i a  e l  rnisrno e fec to .  
Comprenden e s t e  grupo d e  compuestos 10s 20-metilenpregng 
nos  con d i s t i n t a  s u s t i t u c i b n  ind icados  en l a  f i g u r a  47 ( p 4 .  1 j l f .  
La t a b l a  111-7 resume las p r i n c i p a l e s  f ragmentaciones  de  
10s mismos. En todos  10s casos e l  i b n  molecular  d i o  l u g a r  a un pi- 
c o  impor tan te ,  s iendo  en v a r i o s  casos e l  p i co  base d e l  e s p e c t r o  ( 
compuestos a, a, s, 32, a). 
En l a  r eg i6n  de masas a l tas  se observaron tambign las p6y 
d i d a s  de  m e t i l o ,  agua y metilo+agua ( e s t o s  dos  Glt imos no se obse r  
varon en fi y 88 10s c u a l e s  no poseen oxigeno en s u s  e s t r u c t u r a s ) .  
La pgrdida de  agua r e s u l t 6  pa r t i cu l a rmen te  impor tan te  en  e l  dimet2 
lenanhlogo de 17d-hidroxiprogesterona (fi) (96 961, dando l u g a r  a una 
serie d e  fragmentos der ivados  d e l  mismo, 18 u.m. por deba jo  de 10s 
fragmentos der ivados  d e l  i6n molecular ,  de  mayor impor tanc ia  que 
e s t o s  Glt imos (se observaron las rupturas f, h, ;t, 1 y con y sin 
perd ida  d e  agua).  
En . lo* 3-metilen-b4-esteroides (fi y &) apa rec i e ron  tarn_ 
bign 10s fragmentos H-2H ( e s ~ e c i a l m e n t e  en Bfi) 10s c u a l e s  generaron 
Tabla 111-7: Princi~ales fragmentos en 10s e s ~ e c t r o s  de masas de 
a 20-metilenesteroides . 
3) t I ~ : ~ r e S  de  d z  y abundancia relativtl  (entre  pardntes is ) .  Eatructuras en figura 47, >dg 131. 
b) r?'unto con o+ii, 2, Q& 'J a c )  Coinciden. 
o t r a  s e r i e  de r u p t u r a s ,  desplazadas  en e s t e  caso  en dos  u,m,, en 
10s fragment06 que r e t i e n e n  e l  a n i l l o  A ( r u p t u r a s  g, g, &, &, B, 
Q y q), PosSblemente 10s hidrdgenos e l iminados cor respondie ran  a 
10s de pos i c iones  1 y 2 dando l u g a r  a un s i s tema A' 94-3-metileno, 
similar 31 A' 14-3-ceto d i s c u t i d o  anter iormente .  D e  produc i r se  d icha  
s i m i l i t u d  l a  nueva s u s t i t u c i d n  d e l  a n i l l o  A f a v o r e c e r i a  l a  fragmeg 
t a c i d n  2 con migraci6n de dos atomos de  hidr6geno hacia  e l  grupo 
cargado. E l  r e s u l t a d o  ne to  de  e s t o s  dos  procesos p roduc i r f a  l a  f r a g  
mentaci6n = s i n  migraci6n n e t a  de  Qtomos de hidregen0 (10s dos h i -  
drdgenos que p i e rde  or ig ina lmente  10s recupera  du ran te  l a  fragmen- 
t a c i h n ) .  E s t a  s e r i a  una e x ~ l i c a c i b n  a l t e r n a t i v a  a l a  propues ta  por  
Z a r e t s k i i  l 4  para e l  fragment0 observado ( f i g u r a  52, p6g, 139). 
En e l  e s p e c t r o  de masa de 3,20-dimetilen-pregn-4-eno (fi) 
s e  observaron sef ia les  a m/z 122, 121 , 120 y 1 19. Las dos  ~rirneras 
pueden e x p l i c a r s e  mediante l a  r u p t u r a  g con migracidn de uno y dos 
hidrhgenos hac i a  e l  fragment0 cargado,  en forma similar a l o  des- 
4 c r i p t o  para  10s A -3-cetoesteroides  66 . Los o t r o s  dos fragmentos 
provendrian de  l a  r u p t u r a  2 d e l  i6n M-2H (con ganancia de  uno y dos 
hidr6genos)  en forma similar a 10s A' p4-3-cetoan&logos o  por  
r u p t u r a  d i r e c t a  d e l  16x1 molecular  sin migraci6n de hidr6genos 114. 
( f i g u r a  59). 
A semejanza de  prsgna-1,4-dien-3,200diona (9) e l  i 6 n  pri-ip 
c i p a l  de  l a  reg idn  m/z 119-122 d e l  e s p e c t r o  de 8fi fue  e l  i 6 n  m/z 
120, e l  c u a l  provendria  de  l a  fragmentacidn g de M-2H con migracidn 
de dos d toaos  de  hidr6geno ( equ iva l en t e  a d z  122 en 9). En cambio 
en l a  m i s m a  r eg idn  d e l  e s p e c t r o  d e l  17d-hidroxiderivado d e l  dimetL 
l e n e s t e r o i d e  (compuesto Bfr) e l  fragment0 p r i n c i p a l  fue  e l  m/z 119, 
Figura 2: Origen propuesto para 10s iones m/z 119-122 en 3,20-d& 
metilen-pregn-4-eno (85) y su 17q-hidroxiderivado (84). 
concordantemente con lo que sucedib con el i 6 n  m/z 121 en el caso 
de 17d-hidroxi-pregna-1,4-dien-3,20-diona (u). Este hecho apoyaria 
el origen y naturaleza propuesta para 10s fragmentos m/z 1 19 y 120 
(ruptura y e+2R del ibn M-2H respectivanente). 
El espectro de & avalb l a  explicacibn propuesta en el 
caso de 10s hls4-3-cetoesteroides para el aumento en la importan 
cia de la ruptura e+W respecto de e+2H en 10s 17d-hidroxiderivados 
(aumento de la ruptura &, ver figura 58, plg .  170) ya que en el 
mismo tambi6n apareci6 notablemente favorecida la ruptura e. 
En cuanto a l a  r u p t u r a  g en 10s d i m e t i l e n e s t e r o i d e s  y 
& sin p6rdida p rev ia  de dos Btomos de hidrbgeno ( i o n e s  m/z 121 y 
1221, es ta  se  produjo en ambos casos  preferentemente  con l a  migra- 
c i 6 n  de un s o l o  Btomo de hidrbgeno hac i a  el ibn.  En cambio en  el 
caso de l a s  20-metil-pregna-4,20-dien-3-onas (B, qZ, 58 y 99) ap2  
r e c i b  en mayor proporcibn e l  fragment0 cor respondien te  a l a  migra- 
c i 6 n  de dos  Btomos de hidr6geno (e+2H), ya d e s c r i p t o  pa ra  e l  sistg 
4 ma A -3-ceto 66 , observ$ndose tambihn e l  fragment0 cor respondien te  
a la migracibn de un s o l o  dtoma de hidrdgeno desde y h a c i a  e l  frag 
mento cargado (& y & respect ivamente) .  En e l  ca so  de l a  p6rdi-  
da  d e  un &torno de hidrbgeno,  Bste no puede a s i g n a r s e  a l a  pe rd ida  
p r e v i a  de dos atornos y recuperac idn  p o s t e r i o r  de nno ( r u p t n r a  & 
d e  M-2B), como en e l  ca so  de  10s 3-meti len anGlogos, ya que no se 
observb e l  16x1 M-2H en  e s t o s  e s t e r o i d e s .  Ademis, de  p roduc i r se  la 
p i r d i d a  p r e v i a  de do6 &tornos de hidrbgeno,  ee formarfa un sistema 
A' *4-3-ceto el c u a l  s e  f r a g r n e n t a r h  prefecencia lmente  con cap tac i6n  
d e  dos  &tornos de hidrbgeno,  a1 menos en  10s 17-desoxiderivados, que 
en  e s t e  caso d a r i a  l u g a r  a un i b n  s i n  migracibn n e t a  de  hidrdgeno 
En e l  caso  de 20-metil-pregn-20-eno (&) e l  i 6 n  p r i n c i p a l  
r e s u l t a n t e  de  la  r u p t u r a  2 s e  produjo con l a  phrdida concornitante 
de un Qtomo de hidrhgeno (&I. 
4 La r u p t u r a  f-H c a r a c t e r i s t i c a  de  A -3-ce toes te ro ides ,  se 
encontrb p re sen te  en todos  10s e s t e r o i d e s ,  s a l v o  en 10s compuestos 
174-hidroxilados,  en  cuyo caso  se observ6 e l  fragment0 desplazada 
18 u,m, debido a l a  desh id ra t ac idn  de  10s mismos. 
E l  a n i l l o  B de todos  10s e s t e r o i d e s  de  e s t a  s e r i e  s u f r i 6  
t anb ign  l as  r u p t u r a s  g y h, mient ras  que en  e l  a n i l l o  c se produjg  
r o n  las fragmentaciones i nd i cadas  como &, 2,  h, L, y y ((h-18, j- 
18, 1-18 y n-18 en 10s 17d-h idroxies te ro ides ) .  -
En cambio l a s  r u p t u r a s  g, B ( a n i l l o  A), y ( a n i l l o  B) 
s o l o  s e  observaron en 20-metilenpregnano (119) ya que en 10s o t r o s  
c a s o s  imp l i ca r i an  l a  desconecci6n de dob le s  e n l a c e s  6 uniones  v i n i  
l i c a s .  Zn cuanto a l as  complejas r u p t u r a s  d e l  a n i l l o  A mencionadas 
4 para  e l  sistema A -3-ceto (pg rd ida  de ce t ena  y de p rop i lo )  66 9 rg 
s u l t 6  a lgo  i n c i e r t a  su  presenc ia  en  10s c a s o s  de 20-metil-pregna-4, 
20-dien-3-ona (p5) y sus monohidroxiderivados en pos i c iones  17d (92) 
y 21 (981, donde apa rec i6  un p i c0  a M-85 de  i n t e n s i d a d  mayor a l  13 
96, ya que en esos  c a s o s  c o i n c i d i r i a  con o t r a s  fragmentaciones (9 en 
9fi J g, en 92 y 381, rnientras sue en e l  c a s a  d e l  d ih id rox ide r ivado  
e l  fragment0 r e s u l t 6  considerablemente nenos impor tan te  (4.5 %I. 
Los fragmentos provenien tes  de  l a  r u p t u r a  d e l  a n i l l o  
e s t a r i a n  favorec idos  dado que e l l o s  se o r i g i n a n  en l a  desconeccibn 
i n i c i a l  de  l a  unidn C13-Cl7, a l i l i c a  r e s p e c t o  d e l  doble  e n l a c e ,  y 
por  l o  t a n t o ,  a c t i v a d a  por Bste, Sin embargo no s e  observaron l a s  
r u p t u r a s  2 y 2. En cambio r e s u l t a r o n  notablemente impor tan tes  e l  
r e s t o  d e  las fragmentaciones del a n i l l o .  
Los fragmentos r e s u l t a n t e s  de  la desconecciones q y q 
( e l  primer0 de  e l l o s  dando l u g a r  a las c inco  sefiales c a r a c t e r f s t h  
c a s )  se des t aca ron  n i t i d a s  en 10s e s p e c t r o s  ana l izados ,  En el caso  
d e  10s d i m e t i l e n e s t e r o i d e s  gfi y 86 se encontraron acompafiados por  
se i ia les  desp lazadas  2 u.m,, cor respondien tes  a las  r u p t u r a s  9 y q 
de W-2%. En e s t o s  dos e s t e r o i d e s  se observ6 e l  gran increment0 p r g  
ducido por e l  h i d r o x i l o - 1 7 d e n  l a s  fragmentaciones d e l  a n i l l 0  D, ya 
que dicho s u s t i t u y e n t e  labilizarie a h  rngs l a  unidn C13-c17 (d a1 
h i d r o x ~ l o )  , t r a n s  foraando en p ic0  base  a1 fragmento resultant e de 
l a  r u p t u r a  q de H-2H en &. 
4 El misno e f e c t o  se observ6 en e l  fragmento q en 10s A -3- 
ceto-20-metilenesteroides, l l egando  a1 punto de transfornar e s t e  
fragmento en pico base en el caso del 17a,21 -dihidroxiderivado (s) 
Un posible mecanisrno que expl ique  l a  importancia  de l a  r u p t u r a  q 
s e r i a  e l  presen tado  e n  l a  f i g u r a  60. 
F i ~ u r a  : Mecanismo propuesto  para l a  fragmentaci6n q en 10s 20- 
m e t i l e n e s t e r o i d e s  ( e  jempli f i c a d o  para  a). 
La ruptura q se ve impulsada ademas por la estabilidad 
del fragment0 neutro resultante (dieno con jugado). 
La p&rdida de un metilo del fragmento q dio lugar a un 
i6n nitidamente observable en 10s espectros, como sucede en 10s p 
tros grupos de esterofdes analizados. 
# 
Finalmente se observaron tambign las ru-pturas 2 y = que 
dan lugar a fragmentos de bajo peso molecular aunque perfectamente 
distinguibles en la regi6n correspondiente del espectro. La confi; 
maci6n del ohgen de estos picos provino de comparar 10s espectros 
de 10s desoxiesteroides, con aquellos mono y dihidroxilados en po- 
siciones 17& y/o 21 , donde las sef ia les  se desplazan 16 y 32 u.m. 
La perdida de la csdena lateral (con la carga sobre la 
miwa o en el esqueleto esteroidal)(rupturk p y v ) ,  favorecida en 
el caso de 10s 20-cetoesteroides, no lo es as$ en 10s 20-metilendg 
rivados dado que implicarfa la ruptura de la unidn vinilica C17-C20. 
El fragmento m/z 41 no puede considerarse como originado en la rug 
tura dado que en 10s 21-hidroxiesteroides a y aparecib con 
igual intensidad a pesar de qne si el fragmento proviniese de dicha 
ruptura, deberia aparecer a m/z 57. En carnbio su contraparkida, el 
fragmento p, indicd claramente la poca importancia de la ruptura 
de la cadena lateral. Por la misma raz6n no se produjo la pgrdida 
del grupo CH20H (Y-31) en el caso del 21-hidroxiderivado (a), pal:
tici6n caracteristica de esta funcionalizacibn en 10s 20-cetopreg- 
nanos (ver compuestos 12 y & en la tabla 111-2, p&g. 154). 
1 111.2. Espactrometrfa de Besonancia Magnetic3 Nuclear de ' H  (RMN- HI. 
GENERALIDADFS : 
Las Gnicas sef iales  d i s c e r n i b l e s  en e l  espect ro  W N - ~ H  a 
1 00 MHz de 10s d i s t i n t o s  pregnanos anal izados ( f i g u r a s  46, 47 y 48, 
p6g. 130-1321, son l a s  correspondientes  a 10s met i los  18, 19 y 21, 
10s hidr6genos o l e f i n i c o s ,  10s unidos a carbonos h idroxi lados ,  e l  
de posicibn 17 y,  en algunos casos,  e l  hidrbgeno unido a oxfgeno. 
Respecto de 10s met i los  angulares  18 y 19 d e l  e s t e r o i d e ,  
Zircher  88, estudiando m6s de 200 e s t e r o i d e s ,  deterrnin6 que es po- 
s i b l e  c a l c u l a r  l a  f recuencia  a que absorben dichos met i los ,  por si@ 
p l e  a d i t i v i d a d  de 10s e f e c t o s  de 10s s u s t i t u y e n t e s  presentes  ( e f q  
t os  tabulados en e l  mismo traba do). 
En e l  caso de 10s hidr6genos o l e f i n i c o s  tambihn s e  encuep 
t r a n  t a b l a s  empiricas para e l  c&lculo de 10s mismos, en funcibn ds 
l a  s u s t i t u c i b n  d e l  doble enlace . Para e l l o  se .  f i j a  un va lo r  bg 
se de 5,25 ppm para e l  hidrdgeno o l e f f n i c o  y s e  agregan 10s e f e c t o s  
de s u s t i t u y e n t e s  segdn su na tura leza  y ubicacibn en e l  alqueno (gg 
minal ,  c i s  6 t r a n s  respecto  d e l  hidrbgeno calculado).  
RESULTADOS Y DISCUSION: 
Los espect ros  RMN-'H de 10s e s t e r o i d e s  de las d i s t i n t a s  
s e r i e s  d isponib les  s e  anal izan  en forma conjunta. Las sei ia les  sig 
n i f i c a t i v a s  de dichos espect ros  se resumen en las t a b l a s  111-8, 9 
y 10. 
. - 
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T m  111-9: Seaales rn8s impor t an t e s  en  10s espac t roa  RMN-'H de pragn-4-en-3,20-dionas 
(1-8) y pregna-1.4-dien-J ,20-dionas (9-a) a. 
a )  Ver e s t r u c t u r a s  co r r e spond ien te s  en f i g u r a  46, p&g. 130. 
b) Se t ransforma en un c u a r t e t o  (5-2 Hz) por agregado de  D20. 
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Esta sei ia l  aparec id  como un t r i p l e t e  ancho de J=8-9 Hz 
por  acoplan ien to  con 10s hfdrbgenos de  C16. La pos i c ihn  de e s t a  sg 
iial (2,52-2,44 ppm) .no se a f e c t 6  por l a  presenc i a  d e  i n s a t u r a c i o n e s  
s o b r e  e l  a n i l l o  A y C6, por l a  presenc i a  de 10s s i s t e m a s  4-en-3-ce 
t o  y 1 ,4 -d i en -3~ce to ,  n i  por l a - c o n f i g u r a c i 6 n  d e l  C 5  en  10s e s t e r o i  
d e s  sa turados , ,  como era de e s p e r a r s e  debido a la  d i s t a n c i a  que se- 
para e l  hidrbgeno observado de  l a s  modif icaciones  e s t r u c t u r a l e s  meq 
cionadas.  Tampoco se a f e c t 6  por l a  lip-hidroxilacibn. 
Evidentemente, f a  h i d r o x i l a c i 6 n  en  pos i c i6n  17&, produ jo  
l a  desapa r i c ibn  de esta se i ia l ,  m ien t r a s  que en el caso  de 10s 20- 
1 '- 
m e t i l e n e s t e r o i d e s  no se d i f e r e n c i 6  d e l  r e s t o  de  10s hidrdgenos alL 
f h t i c o s  debido a la desapa r i c i6n  de la despro tecc ibn  d e l  c a r b o n i l o  
20, causan te  de s u  d i f e r e n c i a c i b n  en 10s 20-cetopregnanos. 
Finalmente,  la hidrmc$J,ao$&n - .  en pos i c ibn  21 aumentd l a  
..*A- , -. zy - - . 
cornplejidad de l a  re&r4 &&f$m&a l a  se i ia l  del H17d en e l  r e g  
t o  de  10s e s t e r o i d e s ,  haciendo imposible  s u  a s ignac ibn  inequfvoca.  
La despro tecc i6n  que e j e r c e  e l  c a r b o n i l o  s a b r e  10s h i d r d  
genos de  10s carbon06 vec inos ,  que h i z o  que l a  se l ia l  d e l  hidrdgeno 
1 7  s e  r e s o l v i e r a  d e l  r e s t o ,  es l a  responsable  d e l  co r r imien to  hac i a  
campos b a j o s  d e l  metilo 21 , e l  c u a l  apa rec id  a 6 2.12-2,29 ppm, a 
d i f e r e n c i a  de 10s m e t i l o s  18 y 19 cuyas seiiales apa rec i e ron  a cam 
pos m 8 s  a l t o s  (0,60-1 ,46 p a ) .  La ubicacibn de esta serial c o i n c i d i 6  
con 10s d a t o s  encontrados en l i t e r a t u r a  124 para e l  n e t i l o  21 en 
20-cetopregnanos. 
No se observaron v a r i s c i o n e s  s i g n i f i c a t i v a s  en l a  posi-  
c i 6 n  de l a  seflal cor respondien te  a1 m e t i l o  21 debido a l a  presen- 
c i a  de  10s d i s t i n t o s  s u s t i t u y e n t e s  6n 10s a n i l l o s  A y B ensayados 
n i  por e l  cambio de conf igurac ibn  de Cg. Tampoco se a f e c t 6  e l  6 de 
l a  sefial  d e l  m e t i l o  21 por h i d r o x i l a c i 6 n  en pos ic ibn  1 1  debido a 
l a  d i s t a n c i a  que sepa ra  e l  grupo observado de las modif icac iones  
mencionadas. 
En caabio l a  h i d r o x i l a c i b n  en pos i c idn  17d produjo un no 
t a b l e  desplazamiento de  l a  sef ia l  d e l  m e t i l o  21 h a c i a  campos m&s bg 
j o s ,  s iendo  algo m i i s  impor tan te  en e l  caso  de 10s 20-ce toes te ro ides  
'i 
(aproximadarnente 0,15 ppm) que en 10s 20-metilenan6logos (aproximg 
damente 0,07 ppm). 
s u  20-metilenan5logo produjo una cons ide rab le  p ro tecc ibn  d e  10s 
hidr6genos d e l  m e t i l o  21, de aprosrfmadamente 0,40 ppm. Ademgs se 
produjo e l  ensanchamiento de  l a  seAal, l l egando  en a lgunos c a s o s  
a observarse  un d o b l e t e  (J=1 Hz) debido a1 acoplamiento a l i l i c o  
con  uno de  10s hidrbgenos met i l8n icos .  
La t a b l a  d e s c r i p t a  por ~ G r c h a r  88, pa ra  e l  c & l c u l o  d e l  
6 d e  m a t i l o s  angu la re s  18 7 19 por a d i c i 6 n  d e l  e f e c t o  de d i s t i n t o ' s  
s u s t i t u y e n t e s  a 10s esque le tos  base d e  5d- y 5/3-androstano (compueg 
t o s  128 y 1291, presen ta  e l  e f e c t o  de  las i n s a t u r a c i o n e s  en p o s i c i o  
n e s  1 ,  2, 4 y 5, de un dieno en pos i c iones  3,5 y de 10s sistemas 
4-en-3-ceto y 1,4-dien-3-ceto. Tambign presenta e l  e f e c t o  d e  l a  c g  
dena l a t e r a l  d e  10s 20-cetopregnanos, s o f a  6 acompaiiada por los h l  
drox i los  17d y/o 21, Finalmente aparece e l  e f e c t o  de un h id rox i lo  
1 lp eobre e l  6 de 10s met i los  18 y 19. 
Calculados 10s 6 de 10s meti los  18 y 19 anal izados  para  
10s cuales  estaban tabulados l o s  e fec tos  de 10s s u s t i t u y e n t e s  p r g  
s e n t e s  s e  observb una notable  concordancia e n t r e  10s va lo res  cal- 
culados y 10s observados ( 2  0,02 ppm). La Gnica d iscrepancia  co r reg  
pondid a pregn-1-en-20-ona (111). E l  va lo r  indicado para  e l  e f e c t o  
de un doble enlace 1 , 2  e s  de 0,050 ppm 88, .el c u a l  fue calculado en  
base a un s o l o  e s t e r o i d e ,  no detal lhndose lamentablemente e n  e l  tra 
bajo de que compuesto se t ra taba .  S i n  embargo en todos 10s o t r o s  c a  
s o s  donde s e  encuentra un doble enlace en posici6n P a1 meti lo ,  e l  
e fec to  sobre dicho met i lo  indicado e s  notablemente mayor. Avalan eg 
ta afirmaeidn e l  e f e c t o  indicado pare las i n sa tu rac iones  ~ ~ ' ~ ( 0 , 2 0 0  
8 
ppm), (0,250 ppm), A5 (0,230 ppm), A5s7 (0,142 p p ) ,  A (0,125 
ppm) yf19("' (0,142 ppm) sobre e l  a e t i l o  19, yA8(14) (0,175 ppm) 
y (0,250 ppm) sobre e l  met i lo  18. 
La d i f e r e n c i a  antre el observado d e l  me t i lo  19 en e l  
A' -esteroide (m) y en 5oCpregnan-20-ona (a) fne d e  0,18 ppm, va 
l o r  que corresponderia a1 e fec to  de d icha  insa tu rac idn  sobre  e l  m= 
t i l o  19, e l  cua l  r e s u l t a  m&s coherente con 10s e f e c t o s  de  las  o t r a s  
insa tu rac iones  ( e l  promedio de  dichos e f e c t o s  es de 0,189 ppm d i s -  
tribuyQndose e n t r e  0,250 y 0,125 ppm). 
Resul t6 imposible j u s t i f i c a r  e s t a  d iscrepancia  ya que s e  
desconoce, como ya se i nd ica ra ,  en base a que e s t r u c t u r a  se ca lcu l6  
e l  va lo r  indicado para e l  e fec to  d e l  doble enlace 1,2. 
Es posib le  c a l c u l a r  t a m b i h ,  en base a 10s da tos  experl-  
mentales ,  e l  e f e c t o  de  una insa turac i t in  en pos ic i6n  3 ,4  y de un d i g  
no en 2¶3,4,5 10s c u a l e s  no fueron determinados en e l  t r a b a j o  a n t e  
r i o r .  Para e l l o  sirnplemente se c a l c u l b  l a  d i f e r e n c i a  e n t r e  e l  6 d e  
10s met i lo s  18 y 19 en  e l  d3-es teroide ( 1 9 9 ) ( 6  en e l  ~ ~ , ~ - d e r i v a d o  
(m) segGn de c u a l  69 t ra te)  y en 5+pregnan-20-ona (241, como s e  
h i c i e r a  en e l  caso  d e l  e f e c t o  de l a  i n s a t u r a c i b n  1,2. 
De este modo s e  obtuvieron v a l a r e s  de 0 y 0,02 ppm para e l  
e f e c t o  de  l a  i n s a t u r a c i d n  3 , 4  sob re  10s m e t i l o s  19 y 18 r e s p e c t i v g  
mente, l o  c u a l  esta de acuerdo con l a  poca i n f l u e n c i a  d e s c r i p t a  8B 
d e l  doble en l ace  2,J sob re  d ichos  d . 
3n cambio l o s  v a l o r e s  ca l cu l ados  en  e l  ca so  d e l  2,4- 
dieno  fueron de  0,16 y 0,04 ppm respect ivamente .  En e l  primer ca- 
l t. 
so, nnevamente se trata de una i n s a t u r a c i b n  en  p o s i c i b n p  a1 meti- 
l o  y, por l o  t a n t o ,  era de e s p e r a r s e  una desp ro t ece i6n  de ese orden. 
En e l  segundo caso ,  e l  pequefio e f e c t o  observado fue  similar a1 prg 
4 5 ducido por las i n s a t u r a c i o n e s  A , A y A3*5, probablsmente deb ida  
a una pequeiia d i s t o r s i 6 n  conformacional  d e l  e s q u e l e t o  e s t e r o i d a l ,  
E s t e  pequefio e f e c t o  sob re  e l  m e t i l o  18 fue  menor en e l  caso  de 10s 
1 2  3 A , A y A  -derivados,  ya que estas i n s a t u r a c i o n e s  s o l o  involucran  
Qtomos d e l  a n i l l o  A y ,  For l o  t a n t o ,  l a  d i s t o r s i h  del e s q u e l e t o  
( sob re  todo en e l  o t r o  extremo d e l  e s t e r o i d e )  e s  menor. 
La t ransformaci6n d e l  grupo 3-ceto en  un 3-metileno pro 
dujo  un s i g n i f i c a t i v o  cor r imien to  de  l a  seEal d e l  m e t i l o  19 hacia 
campos a l t o s  (-0,1 I/-0,14 ppm) , no afectando l a  sefial d e l  m e t i l o  
18 (-0,02/0 ppm). 
A l a  i n v e r s a ,  l a  f!ransformacibn d e l  ea~bonfka-20  en e l  
1 2 0 - m e t i l - ~ ~ ~ - d e r i v a d o  eor respondian te ,  no a f e c t d  e l  d en RMN- H del 
meti lo  19 (t 0.01 ppm) , modificando sensiblemente l a  seiial  d e l  mg 
t i l o  18 hacia  campos a l t o s  (-0,05/-0,09 ppm). 
111.2.3, HidrGgenos sobre carbonos hidroxilados: 
La hidroxi lac i6n  en posicibn 21 produjo e l  esperado efec 
t o  sobre 10s hidr6genos rernanentes en dicho extremo de l a  mol&cula, 
l levando l a  sefial correspondiente a va lo res  d e  d super iores  a las 
4 ppm (4,05-4,80 ppm). 
En e l  caso de  10s 20-cetoesteroides anal izados,  l a  sefial  
de 10s hidrbgenos 21 apareci6, en ausencia de o t r o  h id rox i lo  en pg 
s i c i b n  17&, a d 4,20 ppm como un doble te  d e  J=5 Hz. Dicho dob le te  
se transform6 en una sefial Gnica por agregado de D20, l o  cual indL 
cd que e l  acoplamiento observado se: producia e n t r e  10s hidrbgenos 
d e l  metileno con e l  hidrbgeno h idroxf l ico .  Confirm6 6 s t o  l a  desaps  
r i c i b n  de un t r i p l e t e  (J=5 Hz), presente  a d 3,25 ppm, con e l  agrg 
gad0 de D20, l o  cua l  ind ic6  que e l  mismo se t r a t a b a  de l a  s e l a l  CQ 
rrespondiente  a1 hidrbgeno d e l  h id rox i lo ,  acoplado con 10s doe hi- 
drbgenoa metil6nicos.  No se observaron d i f e r e n c i a s  entre  10s dos 
hFdr6genos unidos a1 C 2 1 ,  
La presencia  de un h id rox i lo  en posici6n 170( modefie6 
drast icamente l a  sefial d e  10s hidrdgenos d e l  grupo Cg20H-21 ya que 
en e s t e  caso se produjo l a  diferenciac ibn  e n t r e  10s mismos, apare- 
ciendo como dos coa r t e tos ,  centradoa a d 4,30 y 4.70 ppm aproxima- 
damente,' product0 d e l  acoplamiento geminal e n t r e  si (J520 Hz) y d e l  
acoplamiento con e l  hidrbgeno h id roxf l i co  (J=5 Hz)(s is tena  ABX). 
Las seiiales s e  s impl i f icaron  a dos dob le tes  ( 5 ~ 2 0  Hz) por e l  a g r g  
gado de D20, desapareciendo ademis el triplete correspondiente a1 
hidr6geno unido a1 oxigeno hidroxflico. Cabe destacar que esta 6 1  
tima sedal tambihn se vio afectada por la presencia del hidroxilo 
17N ya que en esta caso apareci6 a canpos m 8 s  altos ( d  3,07 ppm). 
En el caso de 10s 20-metilenesteroides, el Cg20H-21 apg 
recib a campos algo m8s altos (-0,12/-O,JO ~~m)(Tabla 111-10, p69. 
182). En ausencia del hidroxilo 170( nuevamente 10s hidrbgenos so- 
bre C21 no se diferenciaron dando lugar a una banda ancha, ya que 
no se observb el acoplamiento con el hidr6geno hidroxflico. Este 
hecho podria deberse a que en el caso de 10s 20-cetopregnanos, el 
hidrbgeno hidroxflico se encontraria formando on. puente de hidrbgg 
no con el carbonilo, por lo cual seria m6s dificultoso su intercam 
bio, producigndose el acoplamiento. En cambio en 10s 20-metilende- 
rivados la mayor facilidad de intercambio del hidrhgeno hidroxili- 
eo irnpide su acoplamiento con 10s bidrbgenos de C21. La formacibn 
de puentes de hidr6geno entre el hidroxilo-21 y el carbonilo-20 se 
discutir6 nueva~ente en IIf.5. (p6g. 244). 
La presencia del hidroxilo l70( produjo nuevamente el deg 
dobl2~iento de la seiial del Cg2!29H-21 en 10s 20-metilenesteroides, 
dando lugar a dos dobletes anchos (J=12 Hz). 
La hidroxilacibn en C11 dio lugar a una sefial ancha a d 
4,45 ppm aproximadamente, correspondiente a1 Hlld . Dicho hidr6es 
no se encuentra acoplado simultaneamente con Hg, 8126, H12P y el 
hidrbgeno hidroxflico, transforma'ndose en un cuarteto por agregado 
de D20. Dicha multiplicidad se debe a que el Hlla forma Bngulos d i e  
dros iyales con 10s tres hidr6genos, siendo las tres constantes de 
acoplamiento i ~ u a l e s  (Jlla -lza= J114-,2p= J, lo(-9 =2 Hz)(f igura 61) 
el cua l ,  de acuerdo a l a  ecuacidn de Karplus 125, corresponde a un 
Bngulo d iedro  de 5 9 O  (de acuerdo con e l  v a l o r  t e 6 r i c o  de 6 0 ~ ) .  
Fiaura 61: Proyecciones de Fisher  s e d n - l a s  uniones C94Cll y C11- 
C 1 2  de un 1 1 ~ - h i d r o x i e s t e r o i d e .  
111.2.4, Hidr6genos o le f in icos :  
Se ca lcu l6  e l  d de 10s hidrbgenos o l e f i n i c o s  en lo* 
20-cetopregnanos mono y di insa turados ,  lograhdose una aauy buena prg 
d icc ibn ,  sa lvo  en e l  easo d e l  ~ ~ ' ~ - a s t e r o i d e  1Qh. Los valores  calcp 
l a d o s  para e l  mismo h ic ie ron  totalmente ambigGa la  asignaci6n de 
la6 seiiales. SegGn l a  rnisma e x i s t i r i a n  dos sefiales a d 5,7 ppm y 
una a d 6 ,O  ppm. En cambio e l  aspect ro  present6 doe s e a a l e s  a d 5,7 
ppm pero la t e r c e r a  apareci6 a campos mPs a l t o s  ( A  5,5 ppm). 
Una aproximacidn d i s t i n t a  (aunque rnhs cercana estructura& 
1 23 rnente) r e s u l t a  de p a r t i r  d e l  esquele to  d e l  ciclohexadieno (144) . 
Para "transformar'' dicha estructura en el estesaide requerido es 
necesario solo (en lo que respecta a1 sistema olefinico) agregar 
un sustituyente alifgtico sobre el C 4  de 144 (correspondiente a1 
C 5  d e l  esteroide). Dicho sustituyente no afectaria el 6 de H1 y HZ 
del ciclohexadieno, mientras que produciria un efecto cis sobre el 
Hj tie -0,25 ppm ( f i g u r a  62). De este rnodo l o s  6 calculados para 10s 
hidr6genos 1 ,  2 y 3 del 4-alquil-ciclohexadieno, serian respectivg 
mente de 5,8; 5,9 y 5,65 ppm (correspondientes a 10s hidr6genos 2, 
3 y 4 del esteroide). 
En este caso se observan dos sefiales a campos m6s bajos 
(I32 y B3) y otra a campos levemente m & s  altos, apoyando as i  la asig 
nacibn tentativa propuesta en la figura 62 y en la tabla 111-8 (~5g. 
180)~  1 L  
Se encuentra informado en. literatura l 9  el espectro de 
1 RMW- H del 20-metfl-pregna-2,20-dieno (I&$, indichdose un valor 
a : Prediccibn del d de 10s bidr6gsnos  olef in ices  de pregna- 
2,4-dien-20-ona (106). 
de 5,56 ppm para e l  6 de 82 y H 3 ,  en concordancia con e l  va lo r  oh 
ten ido  en e l  caso d e  pregn -2-en-20-ona (110). En cambio, en e l  c= 
s o  d e l  b5-esteroide s e  ind ica  126 +I l i t e r n t u r a  un va lo r  de d 5,6  
ppm para  e l  H 6 ,  e l  cua l  d i f i e r e  d e l  va lo r  observado en pregn-5-en- 
20-ona (107). Esto podria exp l i ca r se  en e l  hecho que 10s v a l o r e s  
indicados  fueron determinados en 3fi-hidroxiesteroides,  grupo que 
seria e l  causante d e l  corrirniento de l a  seEal ,  La sefial d e l  H6 ah 
sorbe-a campos mBs a l t o s  ( 6  5.38 ppm) en 10s jg-hidroxiderivados y 
1 27 m l s  a l n  ( d 5,18 ~ ~ r n )  cuando e s t e  dl t imo se encuantra a c e t i l a d o  . 
La introducci6n en e l  3,5-dien-esteroide de un grupo  be^ 
c i l t i o  en posici6n 3, produjo l a  desaparici6n,.como e r a  de esperag 
s e ,  de l a  seAal d e l  H 3 ,  mientras que l a s  correspondientes  a l o s  o- 
t r o s  hidrbgenos o l e f f n i c o s  (H4, H 6 )  practicamente no se modificaron 
(-0,04/-0,05 pprn). Tampoco se observaron wayores d i f e r e n c i a s  en e l  
d de 10s meti los  18, 19 y 21 , n i  d e l  HI?. En cambio aparec ieron  do6 
sefiales correspondientes  a1 grupo funcional  introducido: e l  m e t i l e  
no benc i l i co  no acoplado ( d  3,96 ppn) y 10s hidrbgenoe arom&ticoa 
del bencilo (banda ancha a d 7,30 ppm). 
4 - L o s b  -3-cetoesteroides presentaron, en la regi6n oleff- 
nica del espectro, una sefial ancha correspondiente a1 H4. El ensag 
chamiento de la misma se debe a acoplamientos a larga distancia con 
10s hidr6genos de posicidn 2 (a .trav6s del carbonilo 3) y 6 (a trg 
vhs del doble enlace). 
El reemplazo del carbonflo 3 por el grupo 3-metileno prp 
voc6 una pequeaa desproteccibn del H4 (+0,09 ppm), mientras que la 
introduccidn de un doble enlace 1,2 desplaz6 la sefial de dicho hi- 
drbgeno hacia campos bajos en forma considerablenente mayor (+0,33 
ppm). Tanto la introduccibn de un doble enlace 1,2 como el reemplg 
zo de 10s oxigenos 3 6 20 por un metileno, l~rodujeron ademas la a- 
paricidn de nuevas sefiales en la regidn oleffnica, correspondientes 
a 10s hidrbgenos del doble enlace 1,2 6 de 10s 3 6 20-metilenos. 
Los hidrbgenos 1 y 2 en 10s 1,4-dien-3-cetoesteroides se 
acoplaron entre si (Jz10 Hz) apareciendo el primer0 como un doble- 
t e ,  mientras que el segundo correspondib a un doble doblete debido 
a1 acoplamiento a larga distancia con el H4, a travhs del carbonilo. 
La sefial del HI apareci6 a carnpos considerablemente mew 
res ( d  7.0-7,3 ppm) que la de 10s otros dos hidrdgenos oleffnicos 
(H2 6,2-6,3 ppm; H4 6,O-6,1 ppm). Esto puede explicarse tenfendo 
en cuenta que el efecto del carbonilo es similar sobre 10s hidr6gs 
nos del doble enlace en relacibn espacial geminal 6 trans ( 1  ,O6 y 
0,95 ppm re~~ectivamente) 123, mientras que un sustituyente alqui- 
lico act6a en forma muy distinta sedn dicha relaci6n espacial sea 
geminal (0,71 ppm), cis 6 trans ( -0,3 J y -0,30 ppm respectivamente) 
For l o  t a n t o  e l  H I  s e  v e r i a  desprotegido por e l  grupo a l q u i l i c o  cg 
- 
rrespondiente  a1 C10 en 0.7 ppm, mientras  que dicho a l q u i l o  prote-  
g e r i a  e l  H2 en -0,30 ppm. En cuanto a 1  H4 e s t e  s u f r i r i a  la  protec-  
c i b n  de 10s a l q u i l o s  de C 6  y C l O  ( c i s  y t r a n s  r e ~ ~ e c t i v a r n e n t e ) ,  
s iendo e s t e  filtimo hidrbgeno e l  que apareci6 a camoos mas a l t o s .  
Las sefiales de 10s hidrdgenos 1 y 2 en 10s ~ ~ - 3 - c e t o -  
4 e s t e r o i d e s  y l a  d e l  H4 t a n t o  en 10s A -3-ceto como en 10s ~ ' ~ ~ - 3 -  
cetoderivados,  no s e  v ieron  a fec tadas  por l a  h id rox i l ac ibn  en po- 
s i c i o n e s  170( y/o 21 , l o  cna l  r e s u l t a  l6g ico  considerando l a  distal!  
c i a  que separa  10s hidr6genos observados de l a s  modificaciones meq 
cionadas. D e l  mismo mod0 l a  filtima sefial en 10s 4-en-3-cetoestero4 
des ,  tampoco s e  v i a  a fec tada  por e l  reemplazo d e l  oxfgeno-20 por 
un grupo metileno. 
En cambio l a  hidroxi lac ibn  en posicibn 110 produjo una 
pequefia proteccitin sobre  H4 (-0.06 ~ p m )  en ambas funcional izacio-  
nes d e l  a n i l l o  A y sobre e l  H2 (-0,04 ~ ~ r n )  en 10s 1,4-dien-3-cetp 
derivados.  E l  HI en ,108 dltinaos e s t e r o i d e s  s n f r i 6  ana desprotec- 
c ibn  por e l  h id rox i lo - l lp  (+0,22 ppm). Estos  corr imientos se debe- 
rian a l a  d i s t o r s i 6 n  d e l  esquele to  e s t e r o i d a l ,  ocasionada por e l  
hidroxi lo ,  ya que e s t e  se encon t ra r i a  suf icientemente alejado como 
para  desca r t a r se  una acci6n d i r e c t a ,  
En l a  regidn o l e f i n i c a  de 20-metil-pregn-20-eno apg 
rec ie ron  doa sef iales  anchas a 4.70 y 4.84 ppmr correspondientes  
a1 grupo metileno unido a C20, E l  ensanchamiento de d ichas  sefiales 
9 
s e  debe a 10s acoplamientos pequefios de 10s hidrdgenos o l e f i n i c o s  
e n t r e  si y a l a r g a  d i s t a n c i a  con 10s hidrbgenos de  posiciones a l f -  
l i c a s  17 y 21. 
A va lo res  d g d  rnuy s i a i l a r e s  absorbieron 10s hidrbgenos 
4 meti l6nicos de dicha posici6n en e l  caso d e l  A -3-cetoderivado d e l  
compuesto a n t e r i o r  ( ~ ) ( 4 , 7 2  y 4,88 ppm) y su  benci l t ioenolder ivado 
(92) (4,73 y 4,87 ppm). Estos  va lo res  e s t s n  de acuerdo con l o  i n f o g  
mado para e l  grupo 20-metileno 19 en a (4 4,65 y 4.80 ppm). 
E l  a n s l i s i s  d e l  e fec to  de 10s h id rox i los  170t y 21 sobre 
las seEales  a n t e r i o r e s  no r e s u l t 6  simple, debido a l a  d i f i c u l t a d  
de correlacionar.  las sefiales que s e  modifican, e s  d e c i r  pcr  ejem- 
plo con cua l  de  l a s  dos sefiales d e l  I?#-derivado 92 en la  regibn 
correspondiente d e l  espect ro ,  debe compararse l a  sefial a 6 4,72 ppm 
correspondiente a y c u a l  con l a  sefial a d 4,88 ppm. 
i i  
Importante informaci6n a1 respecto  s e  obtuvo comparando 
soxiderivado a, observiindose por l o  t a n t o  e l  e f e c t o  d e l  h id rox i lo  
17d. En e s t e  caso,  cualquiera  sea l a  forma de comparar las  seiiales. 
se observa que una de ellas practicamente no se modificb (+0,01 6 
-0,OJ ppm) mientras  que l a  o t r a  s e  v i o  a fec tada  en forma notable  
(+0,24 ppm 6 +0,28 ppm). 
En base a e l l o  se pas6 a comparar 17abhidroxi-20-metil- 
forma de que una de l a s  sefiales practicamente no cambie es consi.de 
rando que aqua l l a  que aparecib a d 4,88 ppm e n  se  t r ans lada ra  a 
6 4,94 ppm en z, mientras  que e l  hidrdgeno que apareciq a d 4,72 
en l o  h a r i a  a d 5.00 ppm en e l  caso de (corr imientos  da 0.06 
y 0,28 ppm respectivamente) . 
Comparando luego e l  17M,21-dihidroxiesteroide (99) con e l  
21-hidroxilado (a) es posible"ana1izar e l  e f e c t o  d e l  h id rox i lo  21. 
En este caso, cua lquiera  s e a  l a  forma de comparar la6 sefiales,  l a  
hidroxi lac ibn  a f e c t a  considerablemente ambas seiiales (0,20/0,24 6 
0,30/0,26 ppm), En Base a e s t o  se anal izaron  finalmente p4 y su 21 - 
hidroxider i rado s, donde r e s u l t a  que la seiial a d 4.72 ppm se trans 
l a d a r i a  a d 4,96 ppm mientraa que l a  de 6 4,88 ppm pasaria a 5.23 
ppm. La asignacibn inver sa  impl ica r i a  un f u e r t e  e f e c t o  sobre un SQ 
l o  hidrbgeno (0,5l ppm) mientras que e l  o t r o  practicamente no se 
mddif icaria  (0,08 ppm) . Estos r e su l t ados  s e  conpa t ib i l i zan  me j o r  
I ::: ,,. :, con l a  segunda opcibn propuesta en e l  caso d e l  par  =/a (0,30/0,26 
Como conclusi6n de este a n s l i s i s  es posib le  afirmar que 
corresponde a1 hidrbgeno que se encuentra en configuraci&n c i ~  r e g
- 
l a  h idroxi lac i6n  en posici6n 17 0( a f e c t b  en f o r a a  s i g n i f i c a t i i a  (0,28 
ppm) la seiial e 6 4,72 p p  en s, mient rss  que l a  o t r a  seEal no sc 
v io  modificsda mayormente (0,06 ppm). En cambio e l  hidroxilo-21 a- 
f e e t 6  ambas seiiales,  aunque en mayor medida (0 ,35 pprn frente a 034 
ppm) la seAar a 6 4,88 ppm. La corre lac idn  de las  eefiales se esqw 
matiza en la f igura 63.  
No es posib le  determinar cua l  d e  l a s  seiiales es l a  que  
pecto d e l  esqueleto e s t e r o i d a l ,  ya que no e s t &  determinado si e l  
hidr6geno c i s  6 e l  t r a n s  es e l  m A s  afec tado por la  hidroxi lac ibn  
a l i l i c a .  
avalan l a  asignaci6n secuencia l  presentada e l  hecho que 
las  sel la les  que aparecieron a 4,94 y 5,23 ppm en  y 98 respep 
tivarnente se encontraron acopladas con 10s hidrbgenos de C21. Esto 
i n d i c 6  ademas que e l  hidr6geno mas afectado por la  bidroxi lac i6n  en  
Fimrq 61: Correlscldn de las sefiales correspondientes a 10s hidrh 
genos olefinicos de la cadena lateral en 20-rnetil-preg 
na-4,20-diona (95) y sus derivados 176 y/o 21 hidroxilg 
dos (92, 98 Y 9 ~ )  (g: 17- ; a: 21 -hidroxilacibn). 
C21 es el que se encontraba acoplado con 10s hidrbgenos de dicha 
posici6n. 
En el espectro de 3,20-dimetilea-pregn-4-eno (&) spars 
cieron tres seaales en la regibn de d 4,5-5,O ppm, la central de 
las cuales integrd para dos hidrbgenos. Cornparando este espectro 
con 10s de 20-metil-pregn-20-eno (a) es posible asignar la seiial 
a d 4,86 ppm y la mitad de la selal  a d 4,70 ppm a1 grupo insatum 
do de l a  cadena l a t e r a l .  La o t r a  mitad de l a  seflal a & 4,70 ppm y 
l a  de d 4,62 correspond-.rian entonces a l a  insa turac ibn  d e l  a n i l l o  
A ,  Esto f u e  confirmado por comparaci6n con e l  espect ro  d e l  17d-hL 
droxiderivado d e l  compuesto a n t e r i o r  (&) en e l  c u a l  aparec ieron  
cua t ro  sefiales dado que no se produjo la superposici6n de las m i s  
mas. L a s  sefiales correspondientes a1 metileno-20 s u f r i e r o n  l a  deg 
proteccidn debida a1 hidroxilo-17 en forma similar a l a  observada 
en e l  caso dq 92 respecto  de 95. En cambio las sefiales d e l  meti leb  
no-3 no se modificaron mayormente por l a  l7d-hidroxilacibn debido 
a la  d i s t a n c i a  que separa a1 grupo en cues t i6n  de l a  funcionalidad 
in t roducida .  
Finalmente, en e l  caso de 3-benciltio-20-metfl-pregna- 
"L 
J,5,2O-trieno aparecieron las sefiales c ~ r r e s ~ o n d i e n t e s  a l a  
funcionalidad d e l  a n i l l o  A (Tabla 111-10, p&g. 182) las  cua les  no 
s e  modificaron por l a  transformaci6n d e l  carbonilo-20 en e l  20-mg 
t i l ender ivado  correspondiente (comparar con e l  compuesto & de l a  
tabla 111-8, $g,  180). 
111.3. Espectrometria de Besonancia Magnhtiea l fuc lear  de 13c 
(RMN-~~c). 
Beierbeck g Saunders O6 O7 presentaron una nueva intez 
pratacihn para el efectop en RMN-'~C, en base a interacciones gag 
che entre hidrbgenos, carbonos u otros sustituyentes en el carbon0 
en cuesti6n y carbonos o sustituyentes en posici6nfj (figura 64). 
En sucesivos trabajos l 10s investigadores snteri~ 
res detallaron atn m&s estas interacciones. El efectop (KC) f u e  a& 
judicado a una interaccien sin-1,j-diaxial entre el hidrbgeno del 
1.6 
Fieura &: ~ f a c t o  P en RMN-'~C (referencias 106 y 107). 
carbon0 observado y un hidr6geno sobre e l  c a r b o n o p ,  mientras  que 
e l  e fec to  ( d e l  nismo orden pero s igno con t ra r io )  fue descartado 
como un e fec to  d e l  s u s t i t u y e n t e  en si, e in te rp re tado  como l a  e l &  
minacibn de un e f e c t o p ,  debido a1 reemplazo d e l  hidrbgeno d e l  CP. 
Para  s u s t i t u y e n t e s  d i s t i n t o s  de  C agregaron adem68 una c o r r e c c i h  
por e fec to  induct ivo,  
Finalmente, Beierbeck y colaboradores 28, determinaron 
10s va lo res  nurn~r icos  para e f e c t o s  /), 8 ( e f e c t o  induct ivo)  y 6 en 
s is temas de a n i l l o s  de  6 miembros en conformaci6n s i l la ,  Tarnbie'n 
ca lcularon  para esos  s i s temas ,  10s par5metros correspondientes  a 
h i d r o x i l o s ,  aminas, carboni los  y olef fnas .  En base a dichos va lo res  
e s  posible  predeci r  en forma semiempirica e l  desplazamiento qufmieo 
de 10s carbonos de s i s temas  de ciclohexanos (por  ejemplo 10s a n i l l o s  
A ,  B y C de e s t e r o i d e s ) .  
En e l  caso p a r t i c u l a r  de 10s e s t e r o i d e s ,  e s  pos ib le  enca 
rar l a  prediccidn de dos maneras: 
- Cdlculo a p a r t i r  d e  va lo res  base para carbonos primaries, secup 
da r ios ,  t e r c i a r i o s  y cua te rna r ios  segfin e l  caso,  y adic i6n  de tq  
dos  10s e f e c t o s  presentes.  
- C&lculo a p a r t i r  d e l  esqueleto e s t e r o i d a l  b6sic0,  por ad ic idn  de 
10s e f e c t o s  que aparecen por introduccibn de un sustituyente y 
sus t racc i6n  de  10s e f e c t o s  que desaparecen por l a  m i s m a  raz6n. 
En base a 10s e f e c t o s  determinados por Beierbeck y c o l a  
b'oradores 28 ,  se calcularon  10s deOplasamientos qnimicos de todo8 
10s carbanos de 10s a n i l l o s  A, B y C ,  y m e t i l o s  anqu la re s  en 56(- y 
5/3-pregnan-20-ona (compuestos & y respec t ivamente)  y s u s  de rL  
vados mono y d i i n s a t u r a d o s  resumidos en  la  f i g u r a  48 (p$g. 1321, 3 
nal izgndose 10s r e s u l t a d o s  en 111 -3.1. 
Por o t r o  l ado  Eggert  y Djerassi 91 s u g i r i e r o n  qua pa ra  
l o g r a r  p red icc iones  de espec t ros  de  RMN-'~C de e s t e r o i d e s  i n s a t u r g  
d o s  po l i fhnc iona le s ,  e s  necesa r io  que e s t a s  s e  basen en v a l o r e s  ex 
per imenta les  de  modelos que contengan e l  mismo e s q u e l e t o  i n sa tu rado  
base ,  Para  v e r i f i c a r  e s t o  se c a l c u l a r o n  10s e f e c t o s  de 10s h i d r o a  
10s 11P, 172x9 21 sob re  t odas  10s carbonos e s t e r o i d a l e s  en pregn- 
4-en-3,2O-dionas, pregna-1,4-dien-3,20-dionas y 20-rnetilen-pregn- 
4-en-Jconas de las c u a l e s  se d i spon ia  ( f i g u r a s  46 y 47, p-gg, 130 y 
131). Los r e s u l t a d o s  se discutan en  111.3.2; 
2ESULTAiX)S Y DISCUSION: 
Para  e l  a n l l i s i s  comparative de  10s e s p e c t r o s  de RI4li-l 3~ 
d e  las d i s t i n t a s  s e r i e s  de compuestos fue  menester  realizar p r e v f s  
mente la as ignac i6n  inequivoca de todas  las  sef ia les  d e  d ichos  es- 
pec t ros  ya que un e r r o r  en las mismas provocar ia  conc lus iones  err& 
neas  a1 cab0 de d icho  a n g l i s i s .  
La as ignac idn  de 5N- y 5bpragnan-20-ona (& y 114) s e  
bas6 en 10s e s p e c t r o s  de  5+ y 5fi-pregnano (li& y 142) r e s p e c t i v g  
mente ( p a r a  10s carbonos de 10s a n i l l o s  A y B) y d e  5&- y 5/3-preg 
na-f,20-dicna (148 y 149) respect ivamente  ( ~ a r a  10s carbonos de 10s 
a n i l l o s  C y D) , p r e s e n t e s  en l i t e r a t u r a  lo5. Los e s p e c t r o s  de  10s 
20-cetopregnanos se resumen en l a  t a b l a  111-11. 
En base a1 espect ro  de 24, fue  posib le  as ignar  con fach  
l i d a d  todos 10s carbonos d e l  a n i l l o  D, cadena l a t e r a l  y meti lo  18 
en 10s espect ros  de 10s 20-cetopregnanos mono y d i insa turados  de- 
bido a que no se observaron var iac iones  en d ichas  sefiales por las 
d i s t i n t a s  s u s t i t u c i o n e s  anal izadas.  
Para e l  r e s t o  de l a s  seAales de 10s e s t e r o f d e ~ a a a o i n s ~  
turados,  r e s u l t a r o n  de gran u t i l i d a d  10s espec t ros  de androstanos 
y colestanos monoinsaturados en d i s t i n t a s  posiciones d e l  a n i l l o  eg 
91 t e r o i d a l ,  r e a l i z a d o s  por Eggert y Djerass i  . 
Las sefiales de 10s a n i l l o s  A y B y de  10s carbonos 1 1 ,  
12 y 19 de pregna-3,5-dien-20-ona (102) se asignaron par cdmpara- 
c i 6 n  con e l  espect ro  de colesta-3,5-dieno (150) lo5, sa lvo  en e l  
caso de 10s carbonos 3 y 4,  cuyas asignaciones fueron intercambig 
d a s  segGn propusieron Beierbeck y colaboradores 28. En e s t e  caso 
s e  observaron d i f e r e n c i a s  a lgo  mayores que en las  comparaciones de 
e s t e r o i d e s  monoinsaturados, posiblemente debido a que e l  espec t ro  
.. .. 
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de lJig fue rea l izado en dimetilsulfbxido-d6, mient ras  que e l  de 
se obtuvo en solucidn clorofbrmica (CDC13). 
En cambio no s e  disponfa de r e f e r e n c i a s  acerca  de espec- 
t r o s  de RMW-'~C de 2,4-dienestaroides.  En e s t e  caeo 10s e s t e r ~ i d e s .  
d e  comparacidn fueron pregn -2-en-20-ona (110) y pregn -34-en-20-ona 
(MI. Las sefiales de C8-C12 aparecieron a campos comparables con 
l a s  de iqa, n i e n t r a s  qua l a  seiial  asignada a1 C1 rue l a  dnica  en 
l a  reg i6n  s i m i l a r  a1 carbono correspondiente en 1(0. La apar ic idn  
d e  esta sefial a campos algo m&s a l t o s  s e  deber ia  a l a  presencia  de 
l a  o t r a  insa tu rac ibn ,  ya que e l  C1 en 198 aparec i6  a campos rnis ak 
t o s  que en e l  compuesto saturado. Por filtimo, l a s  dos sei ia les  reg 
t a n t e s  en l a  regi6n a l i f k t i c a ,  fueron asignadas a 10s carbonos 6 y 
7, no pudiendo d i f e r e n c i h s e l a s  debido a1 inesperado corr imiento  de 
las mismas respecto  de 108 por introduccibn de una fnsa turac ibn  a- 
d i c i o n a l  en posicidn 2,3, conjugada con l a  a n t e r i o r .  
Respecto de 10s carbonos o l e f l n i c o s  se asignd la  se5al 
a 4 145,59 ppm a1 C5 por s e r  e s t e  cua te rna r io  y, como ta l ,  deber ia  
absorber en esa regidn de campos m6s bajos.  Para l a  asignacibn de 
l a s  o t r a s  t r e s  sefiales se observ6 que e n  e l  caso d e l  3 , s -d ienes t2  
roide, las seiiales olefinicas del mismo aparecieron a 6 sirnilares 
a las sefiales de 10s csrbonos correspondientes en 10s 3-en y 5-eneg 
teroides (m y 192). Entonces, en base a 10s d de 10s carbonos ole 
ffnicos de 110 y m, se propuso como asignacibn tentativa para 10s 
carbonos 2, 3 y 4 en pregns-2,4-dien-20-ona (1Qti) la presentada en 
la tabla 111-1 1 .  
El espectro de 3-benciltio-pregna-3,5-d$en-20-ona (&) 
fue asignado totnlrnente en base a1 espectro de pregna-3,5-dien-20- 
ona (102) antuiormente analizado, y de espectros de benciltio6te- 
res descriptos en literatura 128 
Finalmente 10s espectros de los 170C-hidroxiderfvados de 
20-ona (cornpuestos &, y respectivamsote) fueron asignados 
en base a 10s correspondientes 17-desoxiesteroides (para 10s ani- 
110s A y Bly de 17d-hidroxiprogesterona (~)(anillos C y Dl 129. 
El espectro de progasterona (1) en CDCl  se halla descrie 3 
to en literatura lo5, asi como los espectros de 6ste y sus deriva- 
67 dos mono, di y trihidroxilados realizados en dimetilsulfbxido-d6 . 
1 Respecto de 10s A wderivados, solo se encuentra descripto 
el espectro de 11/3,17c(,21-trihidroxi-pregna-l,4-dien-3,,20-diona 
(x) en dimetilsulfbxido-d6 130, mientras qua de 10s 20-metileneg 
teroides no se hallaron referencias (en cuanto a sus espectros RMN- 
' 3 ~ ) .  
La asignaclhn del espectro de progesterona (1) (tabla 111- 
12) fue confirsada empleando thcnicas de irradiacidn selectiva fug 
ra de resonancia (sFORD) y marcacibn con deuterio, resultando ple- 
T 1 1 1  Seiiales de 10s espectros R M N - I ~ C  d e  pregn-4-en-3,20-d.ionas y pregna-1 ,4- 
I a dien-3,20-dionas mono, di y trihidroxiladas . 
a) Ver estructuras correspondientes en figura 46, phg. 130. 
b) Asignaciones intercambiables. C )  en CDC13 + 5 % C D P D  
namente d e  acuerdo con l o  informado por Blunt y S t o t h e r s  105 
ona (&I ( f i a u r a  6 5 )  r e s u l t 6  de suma importancia para l a  asignacibn 
inequfvoca de l a  sedal correspondiente a1 C6, diferenci5ndola  de l a  
d e l  C 7  ya que l a  primera desapareci6 debido a l a  marcaci6n, mientras 
que l a  segunda no s e  modific6. Cabe des taca r  que no es posib le  d i f g  
r e n c i a r  e s t a s  sefia1e.s por SFORD ya que ambos carbonos es tgn  unidos 
a dos dtomos de hidrhgeno, dando t r i p l e t e s  en dichos espectros .  En 
e l  espect ro  s e  observ6 tambien l a  desaparicibn de las seiiales de 
10s carbonos 2,  17 y 21, rnientras que disminuy6 l a  in tens idad  de 
l a  seiial d e l  C4, debido en todos 10s casos a1 reemplazo en dichos 
carbonos de 10s hidr6genos por deuter ios .  Por o t r o  lado  desaparec ie  
' C  
ron  tambign las  sef iales  de 10s carbonos cua te rna r ios  Cj, C5 y C20 
debido a la  marcacibn de su entorno , (se  reemplazaron 10s hidrbge- 
nos vecinos con 10s cuales  presentar ian  r e l a j a c i 6 n  d i p o l a r  cruzada). 
L a  asignaci6n d e l  r e s t o  de las  pregn -4-en-3,20-dionas 
( t a b l a  111-12) s e  r e a l i z 6  principalmente en base a 10s espect ros  
c orrespondientes  r ea l i zados  en dimetilsulf6xido-d6 67, aunque, dg 
bid0 a las  p a r t i c u l a r e s  c a r a c t e r f s t i c a s  de  e s t e  so lven te  ( f u e r t e  
acep to r  de puentes de hidrbgeno),  fue necesar io  v e r i f i c a r  algunas 
as ignaciones  por SFORD y rnnrcacidn e s p e c i f i c a  con deu te r io .  
1 Los espect ros  de c o r t i s o l  (&) y su A wderivado (a) fug 
ron  rea l i zados  en CDC13:CD30D (95:5) debido a l a  b a j a  so lub i l idad  
de  10s nismos en CDC13. 
De gran importancia r e s u l t 6  e l  espect ro  de 2,2,4,6,6-d5- 
c o r t i s o l  (z) ( f igura  22, pHg, 67) donde s e  obaervd l a  dasaparici6n 
practicamente t o t a l  de l a s  seiiales de 10s carbonos marcados. Esto 

permitib deterainar que sefial correspondia al C6 (desaparecib) 
y cual a1 C7 (no se vio afectada), las cuales se encontrarian inveg 
tidas respecto del espectro de 8 en dimetilsulfdxido-d6. 
Teniendo en cuenta este hecho, se invfrtieron las sefiales 
4 de c6 y C7 en todos losA -3-ceto-esteroides 11p-hidroxilados. En 
10s 11-desoxiesteroides la asignacibn de C6 y C7 se 9izo por sim& 
litud con 10s correspondientes carbonos en 1 (en este caso las sg 
fiales no se invirtieron respecto de 10s espectros en dimetilsulfh 
xido-d6). 
1 9 4  La asignacibn de 10s A -3-cetoesteroides (tabla 111-12) 
4 se realiz6 por cornparacibn con.losA -3-ceto esteroides correspon- 
dientes (en CDC13), el espectro de A'-cortisol (a) en dimetilsul- 
- 
f bxido-d6 I3O, multiplicidad de las seliales-en 10s espectros SFORD 
y en espectros totalnente acoplados. a 'A con efecto nuclear Overhauser 
y deuteracidn especifica, 
El espectro de 4,6,6,17,21,21 ,21-d7-pregna-1 ,4-dien-3,200 
. 
diona (70) ( figura 6 6 )  fue necesario para la asignacibn de las s e m  
les correspondientes a C6 y C7, con lo caal pudo observarse que la 
sefial de C6 no se modific6 por introducci6n de un doble enlace 1,2. 
Esta asignacidn para el C6 en pregna-l,4-dien- J ,200diona (9) y por 
consiguiente en 10s otros 11-desoxiesteroides, fue confirmada con 
el espectro de 4,6,6,21,21 ,21-d6-17eChidroxi-pregna-1 ,4-dien-3.20- 
diona (71). 
La asignacidn de las 20-metilen-pregn 4-en-3-onas (tabla 
III-13) se realizb por comparacidn con 10s espectrocl de 10s 20-ceto 
esteroides correspondientes, por el mQtodo de ecos de spin con da- 

Tabla -111-12: Seiiales de 10s es~ectros I ~ M N - I ~ C  de 20-rnetilen- 
a esteroideb . 
- -  
e s t r u c t u r a s  c~rres~ondientes ed
b )  No se observaron.  
c )  Coinciden. 
d )  Asignaciones intercambiables.  
e) R=H,OH, 
-- - 
figura 47, pQg. 131. 
sacople alternado (conocido corno APT) 13', y cornparacidn de 10s eg 
pectros entre si, teniendo en cuenta que seBales se verian influeg 
ciadas por 10s diferentes esquemas de sustituci6n. 
El espectro APT de 174-hidroxi-20-( hidroximeti1)-pregna- 
4,20-dien-3-ona permi ti6 la asignacidn inequivoca de las seiig 
les de C t  y C8, en base a la cual se asignaron dichos carbonos en 
el resto de 10s esteroides del grupo, 
La asignaci6n de 10s espectros de 20-metil-pregn-20-eno 
(a) y su 3-benciltio-3,5-dienderivado (z) se real126 por cornpara 
ci6n con 10s espectros de pregnan-20-ona (24) y 3-benciltio-pregna- 
3,5-dien-2O-ona (81;t) respectivamente, el espectro de 20-rnetil-preg 
na-4,20-dien-3-ona (95) y espectros APT. 
El espectro APT de z, trabajando en condiciones tales 
que solos se observen las seEales de 10s carbonos cuaternarios 
(a= 1/25], permitib la identificacibn de la sefial correspondiente 
a 1  C10, diferenci6ndola de la del C1. En las condiciones usuales 
de APT no es posible diferenciarlos ya que 10s carbonos que no e s  
t5n unidos a hidrbgeno y aquellos que lo estsn a dos &tornos de hL 
dr6geno se comportan de igual forma. Este espectro permitib confir 
mar por comparaci6n la asignacidn de las seaales de C1 y C 1 0  en &. 
El espectro APT en condiciones convencionales (2= 1/J) 
de B, confirm6 la asignaci6n de las seiiales de C15,  C16 y C21, 2 
valando asi tambign la asignaci6n propuesta para el caso de %. 
Finalmente la asignacidn de 10s espectros de 10s dimetL 
lenesteroides & y & se realiz6 por comparacidn con Ids espectros 
de y 92 respectivamente, 10s de pregn -4-en-20-ona (m) y pregn- 
5,- en - 20 - ona (107) y espectros APT, 
E l  e spec t ro  APT en l a s  condic iones  para l a  observac i6n  
de  carbonos c u a t e r n a r i c s ,  permi t i6  d i f e r e n c i a r  inequivocamente las 
se i i a l e s  cor respondien tes  a C l O  y C1. 
111.3.1. Pregnan-20-onas s a t u r a d a s ,  mono y d i i n s a t u r a d a s ;  
Corno puede v e r s e  en l a  tabla 111-11  (p6g. 202) las d i s t i n  
t a s  i n s a t u r a c i o n e s  ana l i zadas  no a f e c t a r o n  e l  desplazamiento quimi 
c o  de 10s carbonos que c a n s t i t u y e n  e l  a n i l l o  D, la  cadena la tera l  
y e l  me t i l o  18. 
En cambio ya en e l  C12 se not6  c i e r t a  i n f l u e n c i a  de  l a  
s u s t i t u c i 6 n .  En presenc ia  d e  una i n s a t u r a c i b n  5,6 s e  produjo un pg 
,i- 
queiio cor r imien to  de e s t a  eefial h a c i a  campos a l t o s  (<A>= 35,82 ppm 
para 10s 6 - e s t e r o i d e s  f r e n t e  a <6> = 39,15 ppm para  e l  r e s t o ) .  En 
e l  caso d e  10s d4-es t e ro ides ,  l a  sei ia l  a f e c t a d a  f u e  l a  de C 1 1  con 
4 un cor r imien to  h a c i a  campos b a j o s  (<6> = 21,51/20,93 ppm para A -dg 
r i vados  y e s t e r o i d e s  4,5 sa tu rados ,  respec t ivamente) .  Es tos  peque- 
fios co r r imien tos  de l a s  sei iales de  Cll y C12 probablemente se  de- 
ban a d i s t o r s i o n e s  conformacionales causadas  por  las i n s a t u r a c i o -  
nes mencionadas, las c u a l e s  se t r a n s r n i t i r i a n  a l o  l a r g o  d e l  esqug 
l e t o  e s t e r o i d a l .  
E l  r e s t o  de  10s carbonos ( a n i l l o s  A y B ,  m e t i l o  19) se 
a f e c t a r o n ,  en mayor o  menor medida, por  las  d i s t i n t a s  i n s a t u r a c i p  
nes. 
Para  l a  pred icc ibn  d e l  6 de 10s carbonos de  10s a n i l l o s  
A ,  B y C de 10s mono y dienos  s e  emplearon ambas estrategias rnencig 
nadas  an te r io rmente  (p&g. lgg), es d e c i r  a p a r t i r  de  v a l o r e s  base y 
a p a r t i r  de  10s v a l o r e s  exper imentales  de w-pregnan-20-ona (a). 
La t a b l a  111-14 ~ r e s e n t a  las d i f e r e n c i a s  e n t r e  10s v a l ~  
r e s  calculados y 10s experimentales para 10s e s t e r o i d e s  sa turados ,  
mono y di insa turados .  
El c5lculo semiempirico, se&n l a  t e o r i a  propuesta por 
Beierbeck y colaboradores 28, i nd ic6  que no deber ia  haber d i f e r e g  
c i a s  e n  e l  6 de C l  1 , C12, C l j ,  C14 y C 1 8  d e l  a n i l l o  C ,  para cual-  
q u i e r a  de 10s e s t e r o i d e s  anal izados,  Esto e s t 6  de acuerdo con l o  
observado ya que s o l o  s u f r i e r o n  pequefios corr imientos C1l y C12 en 
presencia  de insa tu rac iones  en posiciones 4,5 y 5 ,6  respectivamen- 
t e ,  adjudicados a pequeiias d i s t o r s i o n e s  d e l  a n i l l o ,  
Es de esperarse  qne d i s t o r s i o n e s  conformacionales a fec ten  
e l  d ya sue  las i n t e racc iones  involucradas requieren  de d i s p o s i c i g  
nes espac ia les  perfectamente determinadas, Por ejemplo e l  e f e c t o  
denominado/3(HC) requ ie re  l a  presencia  de  dos Htomos de hidrdgeno 
a l ineados  en posicidn sin-1,3-diaxial .  Sf una d i s t o r s i b n  conformg 
c iona l  a f e c t a r a  dicha a l ineac ibn ,  l a  contr ibuci6n a 1  de d icha  iq 
t e racc idn  s e r i a  d i s t i n t a .  
Un ejemplo que muestra l a  d r a s t i c i d a d  de este hecho e s  
e l  cBlculo d e l  d de C8.  E l  88 se encuentra en posicidn gauche con 
cinco carbonos (C6,  C 1 0 ,  C11, C l j  y c15). Dos de e l l o s  (C10 g C13) 
no poseen hidrdgeao y por l o  t a n t o  no producen e f e c t o  @(Hc). Los 
o t r o s  t r e s  poseen hidrbgenos y por l o  t a n t o  producir ian un e f e c t o  
/3 (HC) sobre C 8  por i n t e r a c c i b n  sin-1 ,J-diaxial  e n t r e  dichos hidrh 
genos y H8. Sin  embargo, si en e l  c&lculo d e l  de C8 s e  considerg 
r a n  t r e s  in teracc ionesp(HC),  se obtendrfa  un e r r o r  de aproximada- 
mente 4,5 ppm r e spec to  d e l  va lo r  observado, equiva lente  a una i n t 3  























r acc i6n  d i s  que l a s  realmente presentes .  La misma corresponde a l a  
H8-HlX ya que e s t e  filtirno se encuentra en conformaci6n c u a s i a x i a l  
y ,  por l o  t an to ,  no al ineado correctamente con e l  H8, E l  cglculo  
considerando s o l o  dos in te racc iones  R(Hc) predi  jo  en  forma adecug 
d a  10s va lo res  observados (corresponde a 10s va lo res  u t i l i z a d o s  en 
l a  confeccibn de la  t a b l a  111-14). 
En e l  caso de 5t(- y 5/j-pregnan-20-ona (& y j&) 10s va 
l o r e s  calculados d i f i e r e n  en f 3,l ppm de 10s observados, s a l v o  e l  
d e l  C14 donde l a  desviacibn fue de - 4,4 ppm, aunque se consideren 
cinco in te racc iones  /3(HC), e n t r e  e l  HI4 y 10s H7d, Hg, HI20(, 60( 
y HI?#, Considerar las dos G l t i m a s  i n t e racc iones  no s e r f a  abso lu tg  
mente co r rec t0  dado que 10s hidrbgenos no s e  encuentran per fec ta-  
mente a l ineados ,  condicibn fundamental t a l  como se i nd ic6  en e l  c a  
s o  de C8. Por l o  t a n t o  la  desviacibn s e r i a  a6n mayor, Esta  pos ib lg  
mente s e  deba a que e l  C14 forma p a r t e  tanbieh del a n i l l o  D, de  cig  
c o  miembros, mientras  que 10s pargmetros u t i l i z a d o s  fueron c a l c u l s  
dos para ciclohexanos, val iendo estr ic tarnente  para e l l o s .  
E l  cHlculo d e l  d de C 1 5 ,  por e jemplo, d i o  como r e s u l t a d o  
un va lo r  de 17,6 ppm, e l  cua l  d i f i e r e  en -63 ppm d e l  observado. S in  
embargo e l  d calculado para  e l  C1 J (tambign involucrrado en e l  a n l l l o  
D) no d i f i e r e  mayormente d e l  va lo r  observado (- 1,5 ppm) . 
En l a  prediccibn d e l  d de l a  seiial d e l  C14 en 10s e s t e r o l  
d e s  mono y d i insa tu rados  s e  observaron e r r o r e s  del mismo orden cuag 
do e l  cg lcu lo  s e  r a a l i z 6  en base a1 v a l o r  d e l  metino. En cambio e l  
e r r o r  desaparecib cuando e l  c&lculo sc r e a l i z b  tomando como va lo r  
base e l  56(-pregnan-20-ona (a). 
En genera l  10s va lo res  obtenidos en base a e s t e  hl t imo 
esteroide se ajustaron mucho mejor a 10s d observados. Esto era de 
esFerarse ya que a1 tomar 24 como base, se eliminan todos 10s errQ 
res debidos a1 cfilculo d e l  esqueleto esteroidal en sf. 3 s  asi como 
dessparecieron practicamente 10s errores de C 1 3  y C 1 4  debido a1 a- 
partamiento de la conformacihn silla tedrica del anillo C, por l a  
condensacibn con e l  anillo D, de cinco rniembros. 
Utilizando este 6ltimo sistema de referencia, 10s valores 
calculados difirieron en 2 3,4 ppm de 10s observados, salvo en el 
caso del C6 del 4-en-esteroide, donde el error fue de 4,2 ppm, s i e ~  
do el error nenor a f 1 ppm en el 66 % de 10s casos. 
El Gnico inconveniente de esta aprozimaci6n es que no es 
posible calcular 10s 6 de 10s carbonos olefinicos. En calnbio utilr 
l i -  
zando como valor base ciclohexanos siaples, la dispersibn se exteg 
dib a * 4,9 ppm, con un error para el & del C 5  del 2,4-dieno m & s  
a116 de ese rango ( - 5 , 9  ppm). Errores menores de t 1 pprn se obseg 
varon s o l 6  en el 30 % de 10s casos. 
Las mayores discrepancias se encontraron en el c&lculo 
dsl 8 de 10s carbonos del anillo A de pregna-2,4-dien-20-ona (m) 
(errores superiores a 3 ppm en cuatro de 10s seis carbonos del nig 
mo). Esto probablemente se deba a la particularidad del sistema di& 
nico homoanular, hecho que provocaria la distorsibn total d e l  ani- 
110, afectando las interacciones espaciales involucradas en el d . 
En cambio, en el caso de pregna-3,5-dien-20-ona (102) 
(dieno heteroanular) la prediccibn de las seiiales de 10s anillos 
A y B involucrados en la sustitucibn, result6 ajustarse mucho mejor 
a 10s valores experimentales (mayor error + 1,8 ppm correspondiente 
a1 C 4 ) ,  lo cual est6 de acuerdo con la menor distorsihn que provocg 
r f i  esta dispos ic ibn  de l a  funcionalidad. 
En cuanto a las i n t e racc iones / j ( cc )  sobre c5 Beierbeck 
y colaboradores 28 consideraron que e x i s t e  una en e l  caso da co leg  
ta-3,r-dieno. Los autores indicaron que s e  produce e n t r e  C6 y Cl9 
10s cuales  formarfan un angulo diedro C6-C5-ClO-C19 de 60°, 8ngulo 
para e l  c u a l  s e  ca lculd  un va lo r  de i n t e r a c c i b n  de 1,85 ppm. S i n  
embargo, e l  a n a l i s i s  de modelos moleculares ind ic6  que 10s angulos 
d iedros  C6-C5-CIO-C19 y C4-C5-ClO-C19 s e r i a n  de aproxirnadamente 90°, 
para 10s cua les  l a  i n t e r a c c i b n / j ( ~ C )  e s  nula. No s e  consider6 e s t a  
i n t a r a c c i d n  en e l  cd lculo  d e l  d e l  C 5  de s, logr&dose un mejor 
a j u s t e  con 10s va lo res  experimentales. 
En cambio, en e l  5-en-esteroide, e l  dngulo C4-C5-C10-C19 
e e r i a  de aproximadamente 60°, mientras  que en e l  caso  de 10s 4-en 
I 
y 2,4-dienesteroides e l  5ngulo C6-C5-ClO-C19 adop ta r i a  e s e  v a l o r ,  
producikndose en todos 10s casos una i n t e r a c c i b n  P(CC) sobre  e l  C5. 
Esta suposici6n se v i o  avalada por e l  hecho que en e s t o s  t r e s  filth 
' mos e s t e r o i d e s  l a  sefial correspondiente  a1 C 5  aparecif ,  a campos s& 
mi la res  (144,5 Ppm), algo  i n f e r i o r e s  a l a  misrna sefial en e l  caso 
d e l  3,5-dien-derivado ( 141,2 ppm) . 
Las consideraciones respecto  de la  no e x i s t e n c i a  de un 
e f e c t o p ( ~ ~ )  sobre Cg en e l  caso de u, son igualmente v h l i d a s  r e g  
pecto d e l  mismo e f e c t o  sobre C10. Por l o  t a n t o  e l  C10 t e n d r i a  t a g  
b i6n  un e f e c t o P ( ~ ~ )  rnenos que l o e  considerados por Beierbeck y cp 
28 1 aboradores . 
Respecto d e  la prediccibn d e l  6 de 10s carbonos o le f in& 
cos ,  e n  genera l  las mayores d i f e r e n c i a s  s e  produjeron en e l  c ~ l c ~  
l o  d e l  C5. En 10s cua t ro  casos calculados ( ~ r e g n - 4 - e n - ,  -5-en-, 
i2,4-dien- y -3.5-dien-20-ona) se observoron e r r o r e s  super io res  a 
- 3,4 ppm ( e n  todos 102 casos en defec to) .  Esto podria  deberse a 
que e l  valor base d e l  cua l  s e  p a r t i d  (1 J7,8 ppm) no fue ra  e l  cor reg  
t o .  Dicho va lo r  fue calculado 28 en base a 16 carbonos cua te rna r ios  
en d i s t i n t o s  sistemas anu la res  ( pimaradienos , ergos tadien  y t r i e n o s ,  
c  o les t a -  J ,5-dieno, lanost-en y dienos,  j - a m i r i n a  y gerrnanicol) co- 
rrespondiendo e l  50 % de 10s casos a l  C 8  (en  A 8 ( 9 )  *8(14) 
Por esa razbq e l  va lo r  base indicado e s t a r i a  muy inf luenciado por 
e l  caso p a r t i c u l a r  de dicho carbono cua te rna r io ,  provocando las dig 
crepancias  observadas en e l  c l l c u l o  d e l  d d e l  C5, e l  cua l  con t r ibp  ~ 
I 
y6 con un s o l o  ejernplo,(colesta-3,5-dieno) en e l  c&lculo d e l  car& 
no cua te rna r io  sp2 b i s i c o .  
t c  
2 En base a 10s esteroides que poseen e l  C5 s p  e n t r e  10s 
4 5 compuestos anal izados (A , , A294 g A3s5-eateroides) se calculi5 
un va lor  base para e l  mismo de 142,3 ppn, correspondiente a1 proms 
d i o  d e l  d d e l  C 5  en dichos e s t e r o i d e s ,  luego d e  restgrse1e:-1,85 ppm 
debido a una interacci6nfl(CC) en 10s casos  en que e s t a  se encuen- 
t r a  presente ,  Dicho va lo r  d i f i e r e  en 3,5 ppm d e l  va lo r  base para 2 
s e  t i p o  de carbono, propuesto por Beierbeck y colaboradores ". U t l  
l izando e l  va lo r  base as% calculsdo,  10s predichos para e l  C 5  en 
4 , A 5 y ~ ~ ~ ~ - 2 0 - c e t o ~ r a ~ n a n o  s e r i  de 144,2 ppxn mientras  que para 
e l  ~ ~ * ~ - e s t e r o i d e  s e r f  a de 142, J ppm, 10s cua les  se a jus tan  rnucho 
mejor (-  1,4/+1,1 ppm) a  10s va lo res  experimentales. 
Como conclusibn, e l  metodo semiempirico de c&lcu10 d e  
en RMN-I~C p r c ~ u e s t o  por Beierbeck y colaboradores 28 predice en 
forma adecuada l a  posici6n de las sei ia les  correspondientes  a 10s 
carbonos de 10s a n i l l o s  A ,  B y C y rneti los angulares d e  10s e s t e r o i  
d e s  sna l izados ,  especialmente cuando s e  p a r t e  d e l  esquele to  e s t e r o l  
~ 
d a l  base y se adicionan 6 sus t raen  las i n t e racc iones  que  aparecen o 
desaparecen por introduccibn de 10s d i s t i n t o s  s u s t i t u y e n t e s  presen- 
t es. 
111.3.2. Pregn -4-en-3,20-dionas, s u s  1-en-derivados y 20-metilen 
anglogos : 
Los e f e c t o s  de 10s h id rox i los  11/3,170( y 21 sobre 10s eS 
1 quele tos  de progesterona (11, A -progesterona (9) y 20-metil-preg 
na-4,20-dien-3-ona (a) (en e s t e  filtimo caso s o l o  10s h id rox i los  
1 ?c( y 21) fueron calculados como (g)-(l); @$)-(4> y (2m>-(95> 
donde ( z ) ,  @A) y (20E4X) representan  10s d i f e r e n t e s  monohidroxi pro  
1 4 ges teronas ,  A progesteronas y 20-metilen-A -3-cetopregnanos re spec  
tivamente. Los re su l t ados  s e  resumen en l a  t a b l a  111-15. 
Por o t r o  lado  se calcul6  e l  e f e c t o  d e l  doble enlace 1,2 
como e l  promedio de 10s v s l o r e s  (&)-(g), donde (x) y represea  
4 t a n  e l  par A -3-ce to /~ '  '4-3-ceto pregnano igualmente s u s t i t u i d o s .  
Dichos v d o r e s  s e  d iv id ie ron  en t re  10s que s e  ~ r o d u c e n  en presencia  
d e  un .hidroxilo 1 1P y en 10s 1 1 -desoxiderivados ( t a b l a  111-1 5 ) .  
Como puede verse  en l a  t a b l a  111-15 s e  observaron d f f e r e g  
c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  en e l  e f e c t o  d e l  h id rox i lo  1lp en 10s hls4-3-ca 
toee te ro ides  respecto  d e l  lcismo ef  ec to  sobre 10s A 4 - ~ - c e t o a n ~ l o g ~ ~  
sobre C 1 ,  C2, C7, C9,  C 1 4  y Clg. Se observaron tambi6n d i f e r e n c i a s ,  
aunque de menor monta, en e l  e fec to  sobre C 3 ,  C 5  y C 1 8  ( s e  mencionan 
s o l o  l a s  d i f e r e n c i a s  mayores de 0,15 ppm). 
El e fec to  d e l  h id rox i lo  17 fue practicamente e l  mismo sQ 

4 b r e  e l  sisteaa ~ ' ~ ~ - 3 - c c t o  que sobre e l  A -3-ceto, s a l v o  una pequg 
fia d i f e r e n c i a  en e l  e fec to  sobre e l  C 5 ,  rnientras que en e l  caso d e l  
h i d r o x i l o  21 s e  observaron d i f e r e n c i a s  solo en el e f e c t o  sobre C l  , 
Las d i f e r e n c i a s  observadas en e l  e fec to  del h id rox i lo  11  
sobre  C1 y C 2 ,  y del h id rox i lo  21 s o b r e l e l  e l ,  podria deberse a1 
cambio de h ib r id izac idn  de dichos carbonos cuando se pasa d e l  A ~ -  
a1 ~ ~ - d e r i v a d o .  b s  o t r a s  d i f e r e n c i a s  observadas en e l  caso d e l  
h i d r o x i l o  110 probsblernonte s e  deban a d i s t o r s i o n e s  conformacion~ 
l e s  y d i f e r e n t e s  e fec tos  e s t6 r i cos .  
E l  cambio del oxigena 20 por un metileno, a fec td  notablg  
mente e l  e f e c t o  de 10s h id rox i los  l70( y 21 sobre todo e l  esquele to  
e s t e r o i d a l .  Respecto d e l  primero, s e  observaron d i f e r e n c i a s  s i g n i -  
f i c a t i v a s  en  su e f e c t o  sobre C12, Cl3, C 1 5 ,  C16, C 1 7  y C 1 8 ,  y d i f e  
r e n c i a s  menores en C5, C7, C 8 ,  C 9 ,  C l  1 , C 2 0  y C21, es d e c i r  que sg 
f r i e r o n  d i f e r e n c i a s  mayores d e  0,15 ppm en  el. e f e c t o  d e l  h id rox i lo  
17 t r e c e  de 10s 21 carbonos d e l  e s t e ro ide ,  
E l  e fec to  d e l  hidroxilo-21 se via modificado en cuanto a 
10s carbonos 13, 17, 20, 21 y, en menor medida C 5  y C 1 5 ,  Cabe des- 
t a c a r  que e l  e f e c t o  d e l  h id rox i lo  21 s o l o  fne importante,  en 10s 
20-cetoesteroides,  sobre 10s carbonos d e l  a n i l l o  D y l a  cadena 12 
t e r a l ,  s iendo e s t o s  justamente 10s que experimentaron un e f e c t o  d i g  
t i n t o ,  
Las  notables  d i f e r e n c i a s  observadas en e l  e fec to  de 10s 
h id rox i los  l 7 d y  21, por transformacidn d e l  grupo 20-ceto en e l  20- 
meti len anslogo, puede exp l i ca r se  debido a la  cercania  de 10s sust& 
tuyentes  con l a  m o d i f i c a c i h  e s t r u c t u r a l .  
Tanto e l  h id rox i lo  17dcomo e l  21 in terac t f ian  con e l  cag 
bon i lo  20 por formaci6n de puentes de hidrdaeno (ver III.5., p&g, 
24.41, mient ras  que en e l  caso de 10s 20-meti lenderivados d icha  i n  
t e r a c c i b n  no e x i s t e .  Por l o  t a n t o  en l a  17d 6 21 h i d r o x i l a c i 6 n  de 
10s 20-met l lenesteroides  se observa e l  e f e c t o  de d ichos  h i d r o x i l o s  
como ta les ,  mien t r a s  que en e l  caso  de 10s 20-cetopregnanos e l  efec 
t o  s e r f a  en r e a l i d a d  l a  d i f e r e n c i a  e n t r e  e l  e f e c t o  d e l  grupo 1 7 p  
COCHj y 10s grupos ( 1 74-OH, 1 7&COCHJ) y 1 7P-COCH20H respec  t i v a m e ~  
t e .  Un antecedente  de  e s t a  cons iderac ibn  se encuentra  en las tablas 
d e s c r i p t a s  por  Ziircher 88 para e l  ci i lculo de  10s d de los m e t i l o s  
18 y 19 en BM~-'a. A l l 5  e l  a u t o r  p re sen t6  e l  e f e c t o  d e l  grupo (170(- 
OH, 17p-COCH 1, e l  c u a l  es d i s t i n t o  a l a  suma d e  10s e f e c t o s  de 10s 3 
grupos 174-OH y 17P-COCH Otro  t a n t o  sucecj$6 con e l  l t s u s t i t u y e n t e v  3' 
( 1 ?&-OH, 1 7pCOCHZOH) . 
Blunt y S t o t h e r s  '05 presen ta ron  tarnbikn, en tablas para  
e l  cPIculo d e l  h e n  RMN-I~C, e l  e f e c t o  de  10s 18grupos11 (17o(-OH, 17 ' -  
COCH3) y ( 1 74-OH, 1 7p-COCH20H) . 
El e f e c t o  del h i d r o x i l o  1 la es e l  dnico qw puede s e r  2 
nal izado  a l a  l u z  de l a  t e o r i a  d e s a r r o l l a d a  por Beierbeck y co labo  
radores 28, d i s c u t i d a  an te r io rmente ,  ya que e s  e l  dnico d e  10s sus_ 
t i t u y e n t e s  ana l i zados  que se encuent ra  s o b r e  uno de 10s a n i l l o s  de  
seis miembros d e l  e s t e r o i d e ,  para 10s c u a l e s  se encuent ra  desar ro-  
1lada.-la t e o r i a .  S e g h  d icha  t e o r i a  10s m e t i l o s  18 y 19 s u f r i r i a n  un 
afecto d de aproxirnadamente 2,56 ppm, e l  c u a l  s e r i a  i g u a l  p a r a  am 
4 b o s  y en ambas e s t r u c t u r a s  (A y A' '4-3-cetoesteroides) .  Dicho e f e q  
t o  d se produce cuando 10s grupos ana l fzados  se encuentran en rela 
c i b  s in -1 , j -d iax ia l .  E l  apar tamiento de l a  conformacibn t e d r i c a  
ind icada  s e r i a  e l  causan te  de  l as  d i f e r e n c i a s  observadas en el e f e ~  
t o  d e l  h i d r o x i l o  l l f l  ( e s t e  hecho s e r &  ana l izado  en mayor d e t a l l e  
en III.4,, p5g. 232). 
C 1 0  y C 1 3  s u f r i r i a n  un e f e c t o  $ (inductive) debido a l a  
i n t roducc i6n  d e l  h f d r o x i l o  lip ( -  1,28 ppm), rnientras  que en e l  C8: 
adernas de dicho e f e c t o  s e  p roduc i r i a  la  desapa r i c ibn  de un e f e c t o  
)%HC) debido a la desapar ic idn  d e l  hidr6geno 1 1 J  ( -  1.28 - 4.55 p p ~ l .  
En todos  10s casos  s e  observaron e f e c t o s  a lgo  menores aunque de or -  
den similar a l  predicho.  
Por Gltino c12 y c9 a d i c i o n a r i a n  uno y dos  e f e c t o s  J(C0) 
respect ivamente ,  mien t r a s  que  sob re  e l  primer0 se e j e r c e r i a  ademgs 
una i n t e r a c c i d n  )(IIO) debido a l a  1 1 -h id rox i l ac i6n  (+6,69 y +4,56 
ppm) . Dichos e f e c  t o s  ind icados  d i f i r i e r o n  considerablemente con 10s 
observados,  t a n t o  en 10s ~ ~ 4 - 3 - c e t o e s t e r o i d e s  (+ 9,61 y + 2.86 ppm) 
como en 10s A' '4-3-cetoderivadod (+ 9,63 y + J,50 ppm). Beierbeck 
y Saunders Io7 ca l cu l a ron  e l  d de a lgunos carbonos de  1 I@-hidroxl 
progesterona (2)  hal lando  las  m i s m a s  d i s c r e p a n c i a s  aqui  ind icadas .  
La t e o r i a  no j u s t i f i c 6  tampoco 10s e f e c t o s  observados so 
b r e  e l  r e s t o  de 10s carbonos e s t e r o i d a l e s ,  10s c u a l e s  no debe r i an  
modif icarse .  Es to  podr ia  deberse  a d i s t o r s i o n e s  e s t e r o i d a l e s  debi 
d a s  a l a  i n t roducc i6n  d e l  h i d r o x i l o  (a  t r a v & s ,  por  ejemplo, de s u  
i n t e r a c c i 6 n  e s t e r i c a  con 10s m e t i l o s  18 y 19). S i  l a  presenc i a  de 
un doble  en l ace  1,2 a d i c i o n a l  a f e c t a r a  e l  grado de d i c h a s  d i s t o r -  
stones, modi f i ca r i a  en consecuencia 10s e f e c t o s  cor respondien tes .  
E s t a s  d i s t o r s i o n e s  se a n a l i z a r h  en mayor d e t a l l e  en  III.4., phg. 
Respecto d e l  e f e c t o  de l a  i n t rodhcc i6n  d e l  doble  en l ace  
1,2 se observaron d i f e r e n c i a s  en C 1 ,  C2, C 3 ,  C7, C 9 ,  C14 Y C l 9  s= 
giin se trate de 11-hidroxiesteroides o de 10s 11-desoxiderivados 
corres~ondientes (tabla 111-15, phg, 220). 
En base a 10s efectos de 10s sustituyentes analizados, 
se calcularon 10s espectros de los esteroides di y trihidroxilados. 
El c&lculo se realiz6 en base a1 esqueleto~insaturado correspondieq 
te y 10s efectos determinados en 10s misrnos esqueletos (progester~ 
1 
na (1) para M s  di y trihidroxi-pregn -4-en-3,20-dionas, A -progeg 
1 terona (2)  para 10s A Ldari~ados de Los asteroides anbeciores y 20- 
metil-pregna-4,20-dien-~~ona para su 170(,21-dihidroxiderivado 
22). 
En general las desviaciones respecto I- de 10s valores obser 
vados fueron pequeiias (t 0,4 ~prn),  salvo cuando la interaccidn en- 
tre 10s sustituyentes es importante (por e,jemplo 10s hidroxilos 17N 
1 y 21 en cortexolona (21, Cortisol (8) , A' -cortexolona (u), A -COX 
tisol (16) y 1 ?a(-hidroxi-20-(hidroxirnetil) -pregna-4,20-dien-3-ona 
(9~)). Se observaron tambien algunas diferencias en 10s carbonos 
directamente afectados (por ejemplo C11 y C 1 7  en 21 -desoxicortisol 
(2)) donde el efecto del sustituyente es grande y por lo tanto pe- 
quefias diferencias porcentuales del nismo conducen a mayores discrg 
pancias (en ppm) en el valor calculado. 
Si se analizan 10s errores en forma porcentual, hub0 muy 
pocos casos en que la discrepancia super6 el 1 %. Por ejemplo, en 
4 10s A -3-cetoesteroides dihidroxilados se apartaron en m6s del 1 % 
el C11 en 5, 616 en corticosterona (6) y Cl5, C16, C17, C18 y C21 
en 2 (estos iiltimos debido a la fuerte interaccibn entre 10s sust4 
tuyentes) , 
Las mayores d i f e r e n c i a s  e n t r e  10s e s p e c t r o s  ca l cu l ados  y 
10s exper inef i ta les ,  se produjeron en 10s t r i h i d r o x i e s t e r o i d e s  & y 
s, las c u a l e s  s e  deber ian  en gran medida a que d i chos  e s p e c t r o s  
fueron r e a l i z a d o s  en C D C l  :CD OD (95:5) en l u g a r  d e  C D C l  debido 3 3 3' 
a l a  poca s o l u b i l i d a d  de 10s e s t e r o i d e s  en e s t e  filtimo so lven te .  E l  
e f e c t o  d e l  agregado de CD OD sobre  10s e s p e c t r o s  de  a lgunos de  10s 3 
compuestos ana l i zados  se d i s c u t i r 5  en III.S., pAg, 244. 
Como ejemplo de un e s p e c t r o  adecuadamente predicho se 
p r e s e n t a  en l a  t a b l a  111-16 e l  caso  de c o r t i c o s t e r o n a  (41, y como 
ejemplo de f u e r t e  i n t e r a c c i 6 n  e n t r e  10s s u s t i t u y e n t e s  se d e t a l l a  
e l  c&lcu lo  de  cor texolona  ( 2 ) .  
Segfin l a  t e o r i a  de Beierbeck y eolaboradores  ", e l  e f e c  
t o  que e j e r c e  e l  h i d r o x i l o  17 sobre  e l  C21 s e  d e b e r i a  a dos razones:  
- Eliminaci6n de l a  i n t e r a c c i b n ) ( ~ C )  e n t r e  e l  H I 7  y 10s H21, deb& 
do a1 reemplazo d e l  primero. 
- Efec to  5 , de c a r a c t e r  i nduc t ivo  , ( figura 67). 
Del mismo mod0 l a  h i d r o x i l a c i b n  en C21 produce un e f e c t o  
$ sob re  e l  C17 y e l imina  uno de 10s hidr6genos que, i n t e r a c t u a n d o  
con e l  HI 7 ,  produc i r i a  e l  e f e c t o  ~ ( H c ) .  Adernls e l  h i d r o x i l o  21 cag  
saria l a  r o t a c i b n  d e  l a  cadena l a t e r a l  h a c i a  una conformacidn p rg  
f e r e n c i a l  d i f e r e n t e ,  l a  c u a l  podr ia  no s e r  la  adecuada pa ra  que se 
produzca l a  i n t e r a c c i 6 n  e n t r e  10s hidr6genos que dan l u g a r  a1 e f e c  
t o a ( H c )  ( f i g u r a  67). 
En presenc i a  del h i d r o x i l o  174, l a  i n t roducc i6n  de o t r o  
Tabla 111-16: Calculo de 10s aspectros R M N - ~ ~ C  de corticosterona (6) 
y cortexolona ( 2 )  en base a los efec tos  de sustitugen 
- 
t e s  indicados en l a  tabla 111-15 ( F B R .  220). 
I 
c 6 calc. h a  2 calc. - ha 
1 35,13 + 0,15 35,78 + 0,11 
2 33,86 + 0,09 33,95 + 0,07 
3 1 198,86 - 0908 198,97 - 0,16 
4 122,43 + Op15 123,94 + O , I I  
5 171,25 - O,O6 170929 - O,21 
6 3 2 8 3  + 0,11 32,78 + 0,04 
7 32,71 + 0,18 1 L  32,09 . + 0907 
8 31,44 + O , I O  35,56 - O J I  
9 5&46 + 0,20 53,31 + 0,02 
10 39,27 + 0,13 33 9 48 + 0903 
11 68,14 + 0,23 20 50 - 0,08 
12 48,03 + 0,14 29,87 - 0927 
13 43,74 + 0907 48,91 + 0,36 
14 57,64 + 0 2 3  50,lO. - 0,19 
15 24,50 + 0,11 24,0$ + 0936 
16 22,!31 + 0,47 33,70 - 0984 
17 59,45 + 0,08 8%36 - 3,57 - 
18 . 16,Ol + 0905 1 5 3 2  + 0,50 
19 21,08 + 0913 17949 + 0 , l O  
20 209 , 47 - 0,06 212,06 + 0,11  
2 1 69,06 - o,o1 65 , 67 - 1,66 
( en tabla 111-12, plg .  205). 
Desoxies teroide 
. Fj ~ u r q  42: Efec tos  d e l  h id rox f lo  174 sobre e l  C21,  y d e l  h i d r o x i l o  
21 s a b r e  e l  C17. 
h i d r o x i l o  sob re  C21 s o l o  p roduc i r f a  e l  e f e c t o  i nduc t ivo  ( cons ide ran  
d o  que este no se modif ica  por l a  presenc i a  de l a  o t r a  func iona l i -  
dad) ya que d icha  in t roducc ibn  no e l imina  ninguna i n t e r a c c i 6 n  3-H 
s in-1 ,3-d iax ia l  ( e f e c t o  P ( H C ) )  dado que no e x i s t e  e l  H17. F o r  l o  
t a n t o  e l  e f e c t o  d e  l a  in t roducc i6n  d e  un h i d r o x i l o  en pos i c idn  21 
s e r i a  considerablemente menor en 10s 174-h idroxies te ro ides  que en 
10s 17-desoxi ans logos  a p a r t i r  d e  uno de 10s c u a l e s  s e  c a l c u l 6  e l  
e f e c t o  u t i l i z a d o  (11-desoxicorticosterona ( 4 ) ) .  
Del mismo aodo e s  pos ib l e  r e a l i z a r  un a n s l i s i s  similar  
para l a  i n t roducc i6n  d e l  h i d r o x i l o  174  en presenc ia  del. h id sox i lo  
21, donde tarnbien s e  e n c o n t r a r i a  disminuido (aunque no eliminado 
to ta lmente)  e l  efectoJ(i.iC) pox- menor i n t e r a c c i b n  H I  7-S21 p r e e x i ~  
t e n t e .  Por l o  t a n t o  e l  e f e c t o  d e l  h i d r o x t l o  174 sobre  e l  CZ1 tam- 
bi6n seria rnenor en 10s 21-hidroxies teroides .  
aueda descar tada  l a  i o s i b i l i d a d  de que l a s  d i f e r e n c i a s  
observaaas  se debie ran  a d i s t i n t o s  grados  de i n t e r a c c i b n  d e  10s hL 
d r o x i l o s  con e l  ca rbon i lo  20 ubicado e n t r e  e l l o s ,  cuando se e n c u q  
t r a n  ambos p re sen te s ,  ya que las d i s c r e p a n c i a s  a n a l i z a d a s  tambign 
se produjeron en 10s 20-metilen der ivados.  
. 
Se ca l cu l a ron  tambign 10s e s p e c t r o s  de  10s e s t e r o i d e s  d i  
y t r i h i d r o x i l a d a s  que poseen en s u  e s t r u c t u r a  e l  s i s t ema  A''~-3-ce 
t o ,  y e l  e s ~ e c t r o  de 170(-hidroxi-20-~hidroximeti.l)-pregna-4,2O-dien- 
3-ona ( 9 ~ )  a p a r t i r  de  10s d e s o x i e s t e r o i d e s  'case cor respondien tes  
(9  y pZ respect ivamente)  pero u t i l i i a n d o  10s e f e c t o s  de 10s h i d r ~  
x i l o s  1 l), 174 7 21 obtenidos  a p a r t i r  de  las pregn -4-en-3,20-dip 
nas ,  para verificar l a  importancia  de  u t i l i z a r  10s parsmetros  ca l -  
cu lados  a p a r t i r  de  modelos de i g u a l  e sque le to  i n sa tu rado .  
La predfcci6n de e s p e c t r o s  r e s u l t 6  considerablemente  me 
j o r  cuando s e  u t i l i z a r o n  10s e f e c t o s  de  s u s t i t u y e n t e s  ca l cu l ados  
en base  a compuestos monohidroxilados con i g u a l  e s q u e l e t o  e s t e r o i  
d a l  insa turado .  Las mayores d i s c r e p a n c i a s  observadas  cuando s e  u t l  
l i z a r o n  p a r h e t r o s  ca l cu l ados  a p a r t i r  de  nGcleos base  d i s t i n t o s  
s e  produjeron cuando e l  grupo func iona l  considerado se encontraba 
en las  c e r c a n i a s  de  las d i f e r e n c i a s  d e l  esque le to .  Es as5 que las 
d i f e r e n c i a s  m & s  n o t o r i a s  s e  produjeron en e l  c & l c u l o  de  99 p o s i b l e  
mente debido a que en e l  20-ceto esteroi .de 10s h i d r o x i l o s  i n t e r a c -  
t u a r i a n  con dicho oxigeno (puente  de hidrbgeno) ,  actuando e l  conjun 
t o  r e s u l t a n t e  como un todo,  d i s t i n t o  d e l  e f e c t o  i n d i v i d u a l  d e  cada 
grupo. En cambio en l o s  20-metilen der ivados  10s h i d r o x i l o s  ac tua-  
r i a n  como t a l e s  s i n  a f e c t a r  l a  acc i6n  de o t r o s  grupos. 
Modificaciones en zonas d e l  e sque le to  e s t e r o i d a l  a ledadas  1 
d e  10s grupos func iona les  considerados  no a l t e r a r i a n  e l  e f e c t o  de  
10s mismos y ,  uor l o  t a n t o ,  padrfan u t l l i z a r s e  e f e c t o s  de  grupos 
func iona le s  ca lcu lados  en un e sque le to  e s t e r o i d a l  pa ra  e l  c 5 l c u l o  
de  e s p e c t r o s  de  e s t e r o i d e s  con d i s t i n t o  n6cleo base ,  en t a n t o  y en 
cuanto las  ~ o d i f i c a c i o n e s  d e l  misrno s e  encuentren en r eg iones  a l e -  
jadas de l a  funcional idad adic ionada.  
Un buen ejemplo de  e s t o  e s  e l  c&lcu lo  d e l  e s p e c t r o  de 17H- 
hidroxi-3,20-dimetilen-pregn-&-en0 a p a r t i r  d e l  e s q u e l e t o  de  ~ 
s u  17-desoxiderivado fi ( t a b l a  111-1 7). Cuando s e  u t i l f  zaron 10s I I 
parsmetros pa ra  e l  h i d r o x i l o  1?a( ca l cu l ados  en l a  s e r i e  de  10s 20- 
met i l enes t e ro ides ,  l a  pred icc i6n  fue  exce l en t e  ( l a  mayor d i s c r e p a g  
cia fue  de  0,17 ppm) pese a que e l  e s t e r o i d e  en cues t ibn  p r e s e n t a  
un grupo met i leno unido a1 C3 en  l u g a r  d e l  bxigeno, que poseen 10s 
e s t e r o i d e s  modelo en base  a 10s c u a l e s  se c a l c u l b  e l  e f e c t o  d e l  hi 
d r o x i l o - 4 ,  En carnbio, cuando se u t i l i z a r o n  10s e f e c t o s  ca l cu l ados  
a p a r t i r  de  10s der ivados  de  proges te rona  (11, las  d i f e r e n c i a s  fug  




Por Clltimo s e  ca l cu l a ron  10s A - e s t e r o i d e s  a p a r t i r  de l a  
ad ic i6n  d e l  e f e c t o  d e l  doble  en l ace  1,2 a 10s d i h i d r o  ans logos  c0- 
r respondien tes .  En e s t e  caso nuevamente se observb e l  requerimien- 
t o  de  igua ldad  "regional".  E l  e f e c t o  d e l  doble  en l ace  f u e  e l  m i s -  
Tzbla 111-17: Cilcolo del espectro de 17LChidroxi-20-metil- 
j-metilen-pregna-4,2O-dieno (&) a partir de 10s efeg 
tos del hidroxilo 17d deter~inados en progesteronas 
4 y en 20-metilen- -3-cetoesteroides (tabla 111-1 51, 
a) A partir del efecto del hidroxilo 1 7 ~  en 20-metilenesteroides. 
b) h(calcu1ado) - b(observado). 
c) A partir del efecto del hidroxilo 17d en progesteronas. 
d )  No pudo ser determinado el efecto sobre este C (ver tabla 111-15). 
e) No existe el carbon0 correspondiente en 10s esteroides rnodelo- 
mo e n  e l  caso de progesterona (1) como en e l  caso d e  sus  der ivados 
174 y / ~  21 hidroxi lados ( 2 ,  4 y 2 ) .  En cambio, l a  presencia  d e l  h4 
drox l lo  1 1 j ,  mucho 38s cercana, rnodificb notablemente dicho e f e c t o  
( v e r  t a b l a  111-15, p&g. 220). 
Como conclusi6n de l o  antedicho s e  desprende que 10s r e -  
querimientos para una buena prediccibn de espect ros  en R N N - ~ ~ C  en 
base a1 e fec to  de 10s s u s t i t u y e n t e s  presentes  no s e r i a n  tan  ex t re -  
mos cono 106 propuestos por Eggert y Djerass i  91 ( e f e c t o s  ca lcu la -  
dos  en e l  rnismo esquele to  po l i insa tu rado> ,  s i n 0  que s o l o  s e r i a  ne- 
c e s a r i o  que 10s grupos funcionales  mencionados tengan e l  mismo en- 
to rno  qufmico en el es te ro ide  que s e  a n a l i z a  y en 10s patrones en 
base a  10s cuales  se calcularon  10s efec tos .  Dicha igualdad en e l  
entorno quimico s e  r e f i e r e  t a n t o  a l a  presencia  de insa turac iones  
como de cualquier  o t r o  s u s t i t u y e n t e  que pudiera i n t e r a c t u a r  di rec  
t a  b ind i rec taxen te  con e l  que se a n a l i z a  (por  ejemplo e l  carbonf 
l o  20 con 10s h id rox i los  174 6 21 como i n t e r a c c i h n  d i r e c t a ,  y e l  
h i d r o x i l o  l l j  con e l  doble enlace 1 2  cono i n t e r a c c i b n  i n d i r e c t a ) .  
111.4, A n 5 l i s i s  conformacional en base  a1 e f e c t o  d e  s u s t i t u y e n t e s  
en e l  deselazamiento quimico de 10s carbonos e s t e r o i d a l e s .  
GENERALIDADES : 
Como se  mencionara an t e r io rmen te ,  10s e f e c t o s  i nd i cados  
por Baierbeck y colaboradores  28 que determinan l a  frecrlencia de  
resonancia  de  un carbono, r equ ie ren  de  r e l a c i o n e s  e s p a c i a l e s  Fer- 
fectamente determinadas. E l  e f e c t o  P ( H C )  que s e  produce For i n t e -  
racc i6n  e n t r o  dos  hidrbgenos en r e l a c i b n  s tn -1 ,3 -d i ax i a l  e s  de 4,5 
ppm cuando l a  conformacidn e s  l a  i nd i cada ,  pero s e  a ? a r t a r &  d e l  va 
lor ind icado  s i  s e  produce a lguna d i s t o r s i d n  en d i c h a  conforoaci6n.  
La a p a r i c i b n  de e f e c t o s  de  s u s t i t u y e n t e s  en r e g i o n e s  d e l  
e s t e r o i d e  suf ic ien temente  n l e j a d a s  como para  d e s c a r t a r  una a c c i 6 n  
d i r e c t a ,  s e r i a  i n d i c a t i v a  de a l t e r a c i o n e s  conformacionales d e l  e g  
que l e to  e s t e r o i d a l  que  modif icar ian  l a  i n t e r a c c i h n  d e  10s grupos 
p r e e x i s t e n t e s ,  causando d i chos  cor r imien tos .  For  l o  t a n t o ,  mediaq 
t e  e l  a n e l i s i s  d e  dichos  e f e c t o s  s e r f a  p o s i b l e  ob tener  una "v i s i6nU 
d e  las modif icaciones  de l a  conformacihn d e l  esque le to  e s t e r o i d a l  
( o  a1 menos de una r e ~ i b n  d e l  misno) deb idas  a l a  i n t roducc ibn  de  
d i s t i n t o s  s u s t i t u y e n t e s ,  
RZSULTADOS Y DISCUSIO:?: 
III.4,1, Doble enlace 1,2: 
Un aspecto que puede ser analizado en el ca.mpo conforma 
4 cional es la distorsibn del esqueleto de 10s -3-cetoesteroides 
debido a la introducci6n de un doble enlace 1,2, Esta distorsibn 
puede ser estudiada por conperaci6n del efecto 6 que se produce sq 
bre 10s carbonos 18 y 19 debido a1 hidroxilo 1 la. 
Beiarbeck y colaboradores indicaron que dicho ef ecto 
es de naturaleza esthrica, dependfendo de la distancia espacial en 
tre 10s dtonos considerados (C18 6 Cl9 con e l  01 1/31. El efecto 6 
8 .  
sobre C18 y Clg se calcula como la diferencia de desplazamiento 
qufmico de dichas sefiales en un llj-hidroxiesteroide y en el 11-dg 
soxianhlogo correspondiente (f igura 6 8 ) .  Los resultados se resumen 
en la tabla 111-18. 
Finura 65: Efecto 6 entre un hidroxilo en posic ibn 1 l a  y 10s m e t i  
10s 18 y 19. 
Tabla 111-15: Efecto "A1' del hidroxilo 1113 sobre 10s netilos 18 y 
1 19 en ~regn-f+-en-3,20-dionas y sus A -derivados. 
a) V e r  estructura correspondiente en figura 46, p5g. 130. 
b) ( 1  lp-hidroxiesteroide) - d ( 1 1-desoxiesteroide correspondiente) 
C )  efecto ttdlt (A' ~~-esteroide) - efecto " A t t  (A~-estaroide corresp. ) 
d )  Espectros realizados en CDC13:CD30D (95:s). 
a, f) Valores de efecto "d" y A promedio en b4- y $ *4-esteroides 
respectivarnente. 
Est. a C-18 ' l p b  P C  
1 
- 13,31 - - 
2 - 15,8? 2,56 - 
3 15,38 - - 
5 18,OO 2,62 - 
& 13,45 - - 
-
4 15,96 2,51 - 
7 14,94 - 
8 17,J4 2940 
<a4-~-ceto>e - 2 3 2  - 
1 
e 13,40 - - 
10 - 15,78 2,38 o,18 
1 1  15,46 - - 
-
fi 17,94 2,48 0914 
L2 13,52 - - 
& 1537 2,35 0,16 
5 14,98 - - 
17,26 2,28 O,12 
<A ' *4-j-ceto$' - 2,37 0,15 
4 
C-19 U&I b A c 
17,33 - - 
21 ,oo 3,6? 
17,41 - 
21 $01 3,60 




- 3 3 7  - 
18,65 - - 
21 ,06 2,41 l,26 
18,72 - - 
21,08 2 ,36  124 
18,67 - - 
21,04 2,37 1,17 
I 18963 - - 
, 20,94 2,31 1,15 
- 2,36 1,21 
En 10s a4-3-cetoesteroides se calculi5 un valor promedio 
en el efecto 6 del h2droxilo lla de 3,57 pprn para el Cl9 y de 2,52 
pprn s o b r e  el C I S ,  mientras que en 10s A"~-3-cetoesteroides 10s va 
lores correspondientes fueron de 2,36 y 2,37 ppm respectivamente. 
Por lo tanto en el primer grupo de esteroides habr i a  una mayor in 
teraccibn ( y  por lo tanto nenor distancia) entre el C19 y el 0115 
que entre dicho oxfgeno y el C18. 
La introducci6n de un doble enlace 1,2 produce la dismA 
nucibn del efecto & sobre ambos carbanos, especialrnente sobre el 
C19 haciendo que practicamente se igualen, indicando por lo tanto 
la igualdad en las distancias Clg-01 la y C18-01 la. 
Estas conclusiones estb de acuerdo con datos de rayos 
81 1. 10s cuales, para el estado cristalino, indicaron aue en coy 
0 
tisol (8) las distancias C18-011P y C19-O1lP eran de 2,99 y 2,87 A 
respectivanente, es decir que el C19 se encuentra ~ l & s  cerca (y por 
lo tanto interactuaria en mayor pro~crci6n) del 01lJ que el C18.  
Tambieh concuerda con datos cristalogrlficos de 11/8,17~(,21-trih& 
droxl-60(-metil-pregna-1,4-dien-3,20-diona (m) para el cual las 
0 
distancias C18-01 y C19-011J serlan de 2,96 y 2,97 A respectivs 
mente (iguales y por lo tanto i y a l e s  10s efectos 6 eorrespondiea 
Cabe d e s t a c a r  la s e n s i b i l i d a d  d e l  rniitodo, donde una varia 
0 
c i b n  en l a  d i s t a n c i a  de  0 , l  A produjo una d i f e r e n c i a  en el e f e c t o  6 
de  aproximadamente 1 pprn. &to  se debe a que en g e n e r a l  en  10s e f e ~  
t o s  en RMN que dependen de la d i s t a n c i a ,  esta aparece  como po tenc i a  
s e x t a  (rw6) y por l o  t a n t o ,  pequefias rnodificaciones de  l a  m i s m a  prp 
ducen grandes  v a r i a c i o n e s  e n  10s e f e c t o s  observados. 
El aumento en las d i s t a n c i a s ' i n d i c a d o  corresponde a una 
mayor cu rva tu ra  d e l  nGcleo e s t e r o i d a l  hac i a  la c a r a  4 debido a l a  
i n t roducc i6n  'del doble  en lace  1,2; esta cu rva tu ra  seria m a s  pronug 
c i a d a  e n t r e  10s a n i l l o s  A y B que e n t r e  10s a n i l l o s  C y D, 
Schmit y Bousseau confirmaron por c d l c u l o s  de  minimL 
zacidn de ene rg i a  que la in t roducc i6n  de un doble  en l ace  en posi-  
c i d n  1,2 del e s t e r o i d e  p roduc i r i a  un aumentb en la cu rva tu ra  d e l  
a n i l l o  A h a c i a  l a  c a r a d  d e l  mismo para e s t r u c t u r a s  l ibres de  in- 
t e r a c c i o n e s  ex te rnas .  Los r e s u l t a d o s  aqu i  expuestos  i n d i c a n  que g 
sas conclusiones  tarnbi6n son v a l i d a s  en soluci6n.  
, - 
- .  
I La in t roducc i6n  de un doble  en l ace  en pos ic i6n  1,2 prod; 
c e  sob re  C 9  (segfin l a  t e o r f a  d e s a r r o l l a d a  por Beierbeck y c o l a b o r s  
do re s )  l a  e l iminac i6n  de  una i n t e r a c c i b n p ( H C )  e n t r e  10s h i d r e  
genos 1 y 9 ( -  4,55 ppm), suponiendo que H I  y H9 se encuentran en  
l a  conforrnacibn i d e a l  de i n t e r a c c i b n ,  adern& de generar  un e f e c t o  
$'sobre di'cho carbon0 (5.23 ~ ~ r n ) .  Por l o  t a n t o  e l  e f e c t o  t e 6 r i c o  
d e l  doble  en l ace  1,2 sob re  Cg serfa de + 0,68 ppm. 
El e f e c t o  realmente  observzdo f u e  de  - 1,50 ppm ( t a b l a  
111-15, pgg. 220) en e l  caso de 10s 11-desoxies te ro ides ,  es decir  
2,18 pprn menos que el v a l o r  esperado. 
TambiGn se produjeron corr imientos hacia campas a l t o s  en 
las sefiales de C12 (- Q., 14 ppm) y C14 (- 0,44 PP). c m b i o  la 
s e a a l  d e l  C7 s e  c o r r i 6  hac ia  campos m & s  bajos  par  introduccidn de  
l a  insa turac idn  (+ 1,55 ppm) , cuando l a  t e o r i a  i n d i c a  que d ichas  
sefiales no deberfan modificarse. 
Las pr inc ipa les  in te racc iones  que s u f r e n  e s t o s  cua t ro  cag 
bonos mencionados, son l a s  qua s e  producen e n t r e  10s hidr6genos a- 
xiales correspondientes ( e f e c t o s  p ( H C )  ) , como se i nd ica  en l a  fig?? 
ra 69. Los hidrbgenos de posiciones 16qy  174, no se tuvieron en 
cuenta cuando se consideraron las  i n t e racc iones  s in - l , i -d iax ia les ,  
debido a que dado que se encuentran sobre un a n i l l o  de cinco miem 
bros ,  e s t o s  no presentar tan  l a  conformacian adecuada para i n t e r a s  
. L 
tuar correctamente. Algo similar fue considerado anteriormente en 
e l  caso d e l  c&lculo t e 6 r i c o  del 6 d e l  C 8  en 20-cetopregnanos donde 
no s e  consider6 l a  i n t e racc idn  H8-H15 (p6g, 213). 
L 
F i ~ u r a  hq: In teracc iones  sin-1 ,+diaxia les  e n t r e  10s hidrdgenos 7&, 
9,  12of Y 14. 
Efectos negativos por la introducci6n de un doble enlace 
- 
indicarian el alejamiento neto del hidrbgeno correspondiente del 
resto de 10s hidr6genos con 10s que interactca, rnientras que un 2 
fecto positivo indicaria acercamiento. cabe destacar que el aleja 
miento o acercamiento entre dos hidrbgenos afecta por igual a 10s 
carbonos a 10s que estan unidos. For otra parte debe tenerse en 
cuenta que el alejamiento entre das hidr6genos se puede producir 
tanto por un alejamiento "lineal" entre 10s mismos, como mediante 
un apartmiento de la planaridad del sistema H-H 1,3-diaxial. 
Por lo tanto el H7 se acercaria a1 H9, a1 H14 o a ambos. 
Sin embargo el efecto sobre dichos carbonos indlc6 que 10s hidr6gg 
nos correspondientes sufririan un alejamiento neto. 
Suponiendo que el H7 se acercara a1 H14 y que mantuviera 
su relacih espacial con el H9, entonces el C 1 4  sufrirfa una despr~ 
tecci6n de + 1,54 ppm debido a1 acercamiento indicado, Por lo tan- 
to el HI4 deberia alejarse del Hg, del H12 o de ambos, de forma tal 
que se produjera una protecci6n de - 1,99 ppm que compensara y sups 
rara la desproteccibn anterior. Suponiendo ademgs que dicha protep 
ci6n en su totalidad se debiera a una menor interaccibn H14-H9 y 
que la pequeiia protecci6n del C1Z se debiera tambign a una menor 
interaccibn con el H9, el 69 sufrirfa una proteccih total de - 2,13 
ppm (- l , g 9  - 0,14 ppm), valor sumamente aproximado al realmente oh 
servado (- 2,18 ppm). 
Por lo tanto, de valer las suposiclones realizadas, no se 
modificaria la disposici6n espacial relativa de 10s pares H7-H9 y 
H12-H14, mientras que el 314 se acercaria a1 H7, alejhndose sinuL 
taneamente del H9. Por Gltimo H9 y HI2 se alejarian levemente entre 
3sta seria l a  expl icaci6n m & s  simple,  exis t iendo o t r a s  
combinacj-ones de acercamientos-ale jamientos que , jus t i  f i c a r i a n  10s 
corr imientos observados. S i n  embargo en todos 10s casos debe pro- 
duc i r se  e l  acercamiento H7-Hl4 y e l  alejamiento Hq-Hl4.  Las posi- 
b l e s  modificaciones s e r f a n  acercamientos o alejamientos de las d i s  
t a n c i a s  asuaidas como f i j a s  por s inp l i c idad .  Dichos cambios debe- 
r l a n  s e r  compensados entonces por alejamientos o acercamientos ad& 
c ionales  respecto de 10s o t r o s  hidrbgenos. 
En c 1 caso de 10s I I@-hidroxiesteroides l a  o x i d a c i h  1 ,2  
producirfa  un menor acercaniento H7-Kl4 (+ 1,26 ~ ~ r n ) ,  mientras  que 
las  d i s t a n c i a s  H7-Hg y H12-314 permanecerian nuevan-ente sin modif& 
carse ,  En cuanto a1 a l e  jamiento Hg-HI4 s e r i a  similar ( -  0,66 - 1,26 
ppm = - 1,92 pprn) a 1  d e l  caso a n t e r i o r  ( 1 1 ~ d e s o x i e s t e r o i d e s )  . Tam- 
poco s e  modif icar ia  mayormente e l  ale jamiento Hg-Hl2. 
Respecto d e l  corrimiento de l a  sefial d e l  C 9 ,  e s t e  fue cog 
siderablemente menor que en 10s 11-desoxiesteroides,  peae a que las 
modificaciones de 10s e fec tosP(8C)  s e r i a n  l a s  mismas para este car_ 
bono. El corrimiento hacia  campos m & s  ba jos  se deber ia  a un aumento 
de l a  i n t e racc ibnp(C0)  e n t r e  e l  C 1 0  y e l  011/9, debido a l a  disming 
cibn d e l  Qngulo d iedro  C1O-C9-Cll-011. Dicha disminuci6n se produci  
r i a  durante l a  t o r s i d n  de 10s anillos B y C, debida a l a  introduc-  
c i6n  d e l  doble enlace 1 ,2 ,  Este e fec to  no e x i s t e  en 10s 11-desoxieg 
t eroides  , de a l l f  las d i f e r e n c i a s  observadas, 
L a s  d i s t o r s i o n e s  mencionadas, hechas evidente  por e l  an& 
lists de  10s efec tos  a l a rga  d i s t a n c i a ,  producidas por la  i n t r o d u ~  
c i6n  d e l  doble enlace 1,2,  pueden ser expl icadas mediante e l  torque 
de 10s a n i l l o s  B y C, a c e r c h d o s e  e l  meti lo  19 a1 C 5  mientras s e  a 
l e j a  e l  meti lo  18 d e l  C 1 4 ,  e l  cua l  produce e l  acercamiento il7-Hl4 
a l a  vez que se produce e l  alejamiento Hg-Hl4. 
En 10s t r a b a j o s  de Schmit y Rousseau, ya rnencionados, se 
i n d i c a  l a  e x i s t e n c i a  de dicha d i s t o r s i h n  en  e s t r u c t u r a s  l i b r e s  de 
in te racc iones  externas ,  determinada ( por minimizaci6n d e  energia)  
mediante l a  modificacibn d e l  Qngulo diedro.que forman las uniones 
81 CIO-C19 y C l  J-CIS 14. Tambign e n  e l  estado s 6 l i d b  s e  v e r i f i c 6  
e s t a  a l t e r a c i 6 n  conforrnacional. Queda as f  demostrada l a  va l idez  de 
e s t o s  resul tndos  en solucibn. 
111.4.2. Hidroxilo )la: 
En forma similar a l o  d i s c u t i d o  anter iormente,  e s  pos ib le  
a n a l i z a r  aproximadamente que sucede' con e l  esquele to  e s t e r o i d a l  en 
cuanto a su conformaci6n genera l  con la introduccibn de un hidroxL 
l o  en  posicibn 1 la. 
4 En 10s A -3-cetoesteroides se observd un pequefio deep& 
mamiento hacia  campos a l t o s  de l a  seiial  de C1 ( -  0,62 ppm) cuando 
s e  pas6 de un 11-desoxiesteroide a1 llp-M.droxiderivado correspo?? 
d iente .  Es te  e fec to  a l a r g a  d i s t a n c i a  podria  deberse a la  d i s m i n ~  
c ibn  de la i n t e r a c c i b n  ~ ( H C I C )  e n t r e  H1 y H9.- Esto e x p l i c a r i a  porque 
e l  corr imiento de l a  seiial  de C9 debido a l a  1 la-hidroxi lacibn es  
4 menor en e l  caso de 10s h -3-cetoesteroides,  que en sus 1,2-deshL 
droderivados (+ 2,86 ppm f r e n t e  a +3,50 ppm). 
El e fec to  d i r e c t 0  fa(HO) y P ( C O ) )  d e l  h i d r o x i l o  llp sobre 
C 9  y C 1 2  no j u s t i f i c a  la  t o t a l i d a d  d e l  desplazamiento hac ia  camp- 
ba jos  de las  seliales correspondientes.  AdemBs C7 y C 1 4  su f ren  tarn_ 
b i e n  cor r imien tos  hacia campos ba jos ,  imposibles  de j u s t i f i c a r  por  
e f e c t o s  d i r e c t o s  d e l  h id rox i lo .  E s t o  i n d f c a r f a  e l  aumento de  las  
i n t e r a c c i o n e s  p ( H C )  que se producen e n t r e  10s hidrdgenos a x i a l e s  
de C7, C9, C 1 2  y C14, l o  c u a l  s e  d e b e r i a  a1 acercarniento e n t r e  si 
d e  dickos  hidregenos.  
E l  acercamiento d e  10s hidrbgenos a x i a l e s  de  l a  c a r a d  
d e l  e s t e r o i d e  i n d i c a  l a  cu rva tu ra  d e l  e sque le to  e s t e r o i d a l  en 10s 
a n i l l o s  B y C hac ia  d icha  cara .  La cu rva tu ra  i nd i cada  e r a  de  espg 
r a r s e  ya  quells i n t e r a c c i b n  e s t e r i c a  e n t r e  10s metilos angu la re s  
y e l  h i d r o x i l o  1 lp t e n d e r i a  a ale jar d ichos  grupos,  l o  c u a l  se 12 
graria con l a  fzex ibn  d e l  esque le to  e s t e r o i d a l .  
C&lculos de  minimizacidn de enerqfa  l 4  i nd i ca ron  tarnbieh 
l a  cu rva tu ra  d e l  e sque le to  esteroidal h a c i s - l a  c a r a  4 d e l  mismo 
( r e f l e j a d o  en l a  modif icacihn d e l  Qngulo formado por  10s planos  de 
10s a n i l l o s  A y D). E l  presen te  t r a b a j o  confirma en e l  e s t a d o  lfqvg 
do e l  mismo comportamiento. 
La d i f r a c c i b n  d e  r ayos  X d e  proges te rona  (1) y l?+hidrg 
x iproges te rona  (3)  81 i n d i c d  d i f e r e n c i a s  conformacionales en e l  a- 
n i l l o  A d e  10s mismos en e l  e s t a d o  c r i s t a l i n o .  En e l  caso  de 1 l a  
conformaci6n correspondi6 a1 t i p 0  14-sofd d i s t o r s i o n a d o  ( f i g u r a  70) 
mien t r a s  que en e l  caso  de j! l a  conformacibn f u e  1 d , 2 p s e m i s i l l a  
d i s t o r s i o n a d a  ( f i g u r a  70). Las d i f e r e n c i a s  se ad jud ica ron  a un pg 
s i b l e  e f e c t o  a larga d i s t a n c i a  d e l  h i d r o x i l o  174 y no a1 empaquetg 
miento c r i s t a l i n o ,  
ZQ: Conformaci6nes l~(-sof& y 14,2P-semisi l la  d e l  a n i l l o  A 
( r e f e r e n c i a  81 1. 
Sn cambio, e s t u d i o s  de conforrnaci6n por  minimizaci6n d e  
e n e r g i a  i nd i ca ron  que fa conformacibn m6s e s t a b l e  en el anillo A 
17 s e r f a  l a  lo(,2P-semisilla . , C  
E l  e f e c t o  d e l  h i d r o x i l o  170( en e l  6 de 10s carbonos 1 y 
2 en 10s n4-3-cetoesteroides fue  - practicamente nnlo (+0,03 ppm en 
ambos casos ,  v e r  t a b l a  111-15, p&g. 2201, l o  c u a l  a v a l a r f a  10s c&A 
c u l o s  t e 6 r i c o s  en cuanto a l a  no existencia de un e f e c t o  a larga 
d i s t a n c i a .  De produc i r se  esta,  l a  sef ia l  de C1 s e  v e r s a  notableme2 
t e  a fec t ada  dado que en l a  conforrnaci6n s e m i s i l l a  e l  H1 s e  encueg 
tra en una d i s p o s i c i d n  muy adecuada para  i n t e r a c t u a r  con e l  H9 (g 
f e c t o f ( H C ) ) ,  mien t ras  que en e l  caso de la conformaci6n 14 - so f i  
no s e  observa l a  planar idad  r eque r ida  e n t r e  10s hidrbgenos mencig 
nadas.  Por l o  tanto, de e x i s t i r  d i cha  d i s t o r s i b n  d e b e r f a  haberse 
observado un no tab le  cor r imien to  h a c i a  campos m 5 s  b a j o s  de  l a  sefial 
d e l  C1 (y  de  Cg), l o  c u a l  no se produjo. 
La d i s t o r s i 6 n  en l a  conformaci6n en e l  c r i s t a l  se deber fa ,  
entonces ,  al empaque ta~ ien to  en l a  r e d  c r i s t a l i n a .  
111.4.4, Hidroxi lo  21: 
En un t r a b a j u  prev io  de  RMN-'~C de c o r t i c o i d e s  67 se iq 
d i c 6  que en desox ico r t i cos t e rona  (4) e l  h i d r o x i l o  21 e s t a r i a  o r i e p  
t a d 0  en forma p r e f e r e n c i a l  h a c i a  e l  mismo lado  que e l  hidrbgeno 17 
y por l o  t a n t o  no estaria ecl ipsando e l  ca rbon i lo  20. Es ta  conclu- 
si6n fue  a lcanzada suponiendo que e l  cor r imien to  h a c i a  campos a l t o s  
d e l  C 1 7  por  in t roducc ihn  d e l  h i d r o x i l o  21 s e  d e b e r i a  a l a  i n t e r a c -  
c i b n  d i r e c t a t e n t r e  e l  1117 y dicho h id rox i lo .  S i n  embargo como s e  ir 
d i c a r a  en e l  punto a n t e r i o r  de e s t e  c a p i t u l o  (p&g. 1981, l a  e x p l i c a  
~ 
I 
c i 6 n  en terminos d e  l a  disminuci6n de i n t e r a c c i b n e s  H-H sin-1,3-diq 
x i a l  no r e q u i e r e  necesarlamente que e l  h i d r o x i l o  21 s e  encuent re  e- 
c l ip sando  e l  H I 7  . I &  
En e s t u d i o s  sob re  e l  agregado d e  CD30D a1 s o l v e n t e ,  e n  
e l  e spec t ro  RMN-'~C de d i s t i n t o s  e s t e r o i d e s  que s e  d e t a l l a n  en e l  
I 
s i q u i e n t e  punto de  e s t e  c a p i t u l o  (pdg. 2441, se encontraron prue- 
bas que ava lan  que e l  h i d r o x i l o  21 no se  e n c o n t r a r i a  ec l ip sando  e l  
H170(, s i n o ' q u e  se u b i c a r f a  p re fe renc ia lmente  p a r a l e l o  a1 c a r b o n i l o  
20 con e l  c u a l  f o r n a r i a  un puente de hidrbgeno. E s t e  r e s u l t a d o  es-  
t a r i a  de acuerdo con d a t o s  obtenidos  por  rayos  X e n - e l  e s t a d o  s411 
12 do . 
Respecto d e l  e sque le to  e s t e r o i d a l ,  e s t e  no se v e r i a  a f e g  
t ad0  en cuanto a s u  conformaci6n debido a l a  21-h idroxi lac i6n  ya  
que e l  e f e c t o  de  d icha  s u s t i t u c i b n  sob re  10s carbonos del c i c l o p e a  
tanoperhidrofenantreno base fue  de  poca s i g n i f i c a c i d n  (ve r  tabla 
111.5, Xfecto d e l  so lvente ,  
e .  
RZSULTADOS Y DISCUSION: 
La t a b l a  111-79 resume e l  e f e c t o  d e l  agregado d e  CD OD 3 
(5 %), un dador y aceptor  de puentes de hidrbgeno, en 10s espect ros  
d e  10s e s t e r o i d e s  progesterona (11, 1 la-hidroxiprogesterona (21, 
174-hidroxiprqgesterona (51, 1 1 -desoxicort icosterona (41, cor tex2  
lona (21, A' -cortexolona 9 20-metil-pregna-4,2O-dien-3-ona (z), 
sus derivados 174 Y/O 21 hidroxi lados (92, 3 y , 3,20-dimetilen- 
pregn-&-en0 (a) y s u  I?@-hidroxiderivado (&I ,  expresados como 
4 C , C , ~ / C ~ O D )  - &cocl 3 I ,- 
Coma puede verse, 10s espect ros  de 10s e s t e r o i d e s  no oxL 
genados (& y fi) practicamente no s e  modificaron por el. agregado 
de CD OD a1 solvente  ( t a n t o  10s carbonos a l i f 5 t i c o s  como 10s o l e f i  3 
nicos). Del mismo rnodo, tarnpoco s n f r i e r o n  mayores a l t e r a c i o n e s  las  
s e e a l e s  de 10s carbonos a l e j s d o s  de 10s s i s t e n a s  oxigenados, en e l  
r e s t o  de 10s e s t e r o i d e s  (C7, C 1 4  y C 1 5  en todos 10s e s t e r o i d e s  a n 2  
I i z a d o s ,  C8, C11 y C 1 2  en 10s 1 1-desoxiderivados, C 1 3  y C16 en 10s 
17-desoxiesteroides).  En e s t o s  casos se observ6 una tendencia hac ia  
campos ba jos  de aproximadamente + O,O5 ppm, posiblemente debido a 
un pequefio corr imiento d e l  tetrametilsilano (TMS) , respecto  d e l  
c u a l  se miden 10s 6, cuando se reexplazb e l  CDCl por CDCl /CD OD 3 3 3 
c orno so lvent  e. 
4 En 10s nueve A -3-cetoesteroides anal izados  se observaron 
corr imientos de aproximadamente 1 y 1 , J  ppm hac ia  campos m & s  bajos  
en l a  resonancia de C 3  y C 5  respectivamente,  debido a1 aumento de 
o ~ ~ W @ - - N  M O V \ -  LPI.--M W M  
- . - O N M - 0  0 - 0 0  0 0 0  
I - - L . . L C  " - 1  - - I  a -  nJ 4- .. I 
0 0 - 0 . - 0 0  O O C O  0 0 0  
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l a  po l a r i zac ibn  d e l  s i s tcma conjugado, por  formaci6n de puentes  de  
h i l rbgeno  e n t r e  e l  ca rbon i lo  y e l  CD30D. Por  l a  m i s m a  razdn ss a f e r  
t a r o n  l as  sef ia les  d e l  r e s t o  d e l  a n i l l o  A y C6, Como era d e  e s p e r a r  
s e ,  d e  ser c o r r e c t a  l a  j u s t i f i cac i f in  a n t e r i o r ,  cuando se reemplazb 
e l  ca rbon i lo  3 por  un grupo met i leno ,  manteniendo l a  h i b r i d i z a c i b n  
d e l  C3,  per0 e l i n inando  l a  p o s i b i l i d a d  de formaci6n de puentes  de 
hidrbgeno con e l  so lven te ,  desaparec ie ron  10s co r r imien tos  observz  
d o s  antsr iormente .  
En tel 6n ico  A' *4- j -ce toas te ro ide  p re sen te  en l a  tabla 
(compuesto Q) puede observarse  l a  disminuci6n d e l  e f e c t o  d e l  CD OD 3 
pr inc ipa lmente  sobre C 3  y en menor medida e n  e l  C 5 .  Se produj6 ad2 
m6s una importante  rnodificacibn en e l  e f e c t o  sob re  C l  y ,  en menor 
1 
medida, sobre  C2. En e l  A -derivado l a  r e l a c i j n  e s t r u c t u r a l  d e l  C1 
con C 3  e s  similar a l a  de e s t e  Gltimo con e l  c5 y,  por  l o  t a n t o ,  
s e  produjo un e f e c t o  similar sob re  ambos. Otro  t a n t o  sucede con C 2  
y C4. En e l  r e s t o  de 10s carbonos de  IS se produjeron co r r imien tos  
similares a 10s observados en 2 ,  debido a1 cambio de so lven te .  
En presenc i a  de un h i d r o x i l o  en pos ic idn  lip, e l  agregg  
do  de CDjOD a1 s o l v e n t e  produjo e l  corr i rniento  h a c i a  campos a l t o s  
d e  las sefiales cor respondien tes  a Cl I ( C 4 ,  C 9  ( cP ,  C12 (c?), C18  
y C19.  Estos dos Cltimos i n t e r a c t u a n  es t6r icamente  con e l  hidroxL 
l o  formando s i s t emas  s in-1,3-diaxia les .  Aparentemente, en  p re senc i a  
d e  CD OD se r e d u c i r f a  levemente d i cha  in t e r acc i t j n ,  3 
Los carbonos 13 y 16 se a f e c t a r o n  por e l  CD30D e n  presen 
c i a  d e  un h i d r o x i l o  en pos ic idn  174, en forma similar a l o  q u e  su- 
c e d i 6  con 10s carbonos p a1 h i d r o x i l o  1 la (Cg y C12). El e f e c t o  d e l  
C D  OD sob re  10s c a r b o n o s p  a un h i d r o x i l o  f u e  siempre de  p ro t ecc i6n  3 
aunque e l  va lor  num6rico r e s u l t 6  bas tan te  va r i ab le  (-0,53/-0,06 ppm). 
En cambio l a  seiial  d e l  C17 no se modific6 en 10s 1'7i#-hidr~ 
x i e s t e r o i d e s ,  a d i fe renc ia  de l o  que sucedib con e l  C 1 1  en 2. 
La  presencia  d e  un h id rox i lo  en posici6n 21 no a f e c t 6  10s 
c o r r i a i e n t o s  debidos a1 CD OD en e l  esqueleto e s t e r o i d a l .  3 
La informaci6n m&s importante que pudo e x t r a e r s e  d e l  efes 
t o  d e l  CD OD se obtuvo d e l  comrjortamiento d e l  C 2 0  f r e n t e  a1 agregs  3 
do de e s t e  so lvente ,  en presencia  de l o s  h id rox i los  174 y/o 21, l a  
c u a l  permiti6 obtener una v i s i6n  de l a  conformaci6n de l a  cadena 
l a te ra l  con d i s t i n t a  funcionalidad. 
Cuando e l  C2O s e  encontraba funcionalizado como carboni lo ,  
s u f r i 6  una desproteccibn de aproximadamente 1 ppm por agregado de  
CD30D en a u s e ~ c i a  de 10s h id rox i los  174 y/o 21. E l  corrirniento fue 
4 practicamente i g u a l  a1 que sufr ib  ei carboni lo  J en 10s A -3-ceto 
es tero ides .  
En presencia  de un h id rox i lo  174 e l  e fec to  d e l  CDjOD rg 
s u l t d  a lgo  menor (0,7 ppm) y mucho menor en presencia  d e l  h i d r o x i  
l o  21 (0,27 ppm). Cuando s e  encontraban presentes  ambos h id rox i los ,  
l a  disminucibn d e l  e f e c t o  d e l  CD OD fue intermedia (0,50 ppm). 3 
Estas disminuciones observadas en e l  e f e c t o  d e l  CDjOD ad 
miten  dos or igenes pos ib les  ( o  l a  combinaci6n de ambos): 
- Efecto de  t i p 0  inductive del CD30D a travCs de 10s h id rox i los  174 
y/o 21 sobre e l  C2O ( C P ) ,  superpuesto con e l  e f e c t o  d i r e c t o  del 
CD OD sobre  e l  carbonilo.  3 
- Lo6 h id rox i los  formarfan puentes de hidrbgeno con e l  carboni lo ,  
I 
disminuyendo e l  n6rnero d e  s i t i o s  de unibn l i b r e s  con 10s c u a l e s  
pueda i n t e r a c t u a r  e l  CDJOD. 
Para determinar  si s e  producia e l  e f e c t o  i n d u c t i v o  y ,  de 
e x i s t i r ,  si e s t e  e r a  e l  causan te  de toda l a  merma en e l  e f e c t o  so- 
b r e  e l  carboni lo ,  r e s u l t 6  de suma u t i l i d a d  e l  a n h l i s i s  d e l  e f e c t o  
d e l  CD 03 en 10s 20-met i lenesteroides  B, 92, a y B. En e s t o s  c s  3 
s o s  10s h i d r o x i l o s  17d y 21 s o l o  p e d e n  a c t u a r  s o b r e  e l  C 2 0  a tra- 
v & s  de un meaanisno induc t ivo  ya que no pueden formar puentes  de 
hidrbgeno in t rzmolecu la res .  
Como puede v e r s e  en l a  t a b l a  111-19, e l  CD30D produjo Pg 
queiios desplazamientos sob re  eX.C20 o l e f f n i c o  en p re senc i a  de  h i d r ~  
x i l o s  en pos ic ibn  170(y/o 21 debido a e f e c t o s  i nduc t ivos .  En auseg 
c i a  de d ichos  grupos func iona les  e l :  desplazamiento observado f u e  h 
g u a l  a1 que  s u f r i e r o n  e l  r e s t o  de  10s carbonos e s t e r o i d a l e s ,  s a l v o  
4 e l  a n i l l o  A y e l  C6 que se v i e r o n  a f e c t a d o s  por  e l  sistema A -3-cg 
t o .  S i n  embargo en ningfin ca so  e l  e f e c t o  observado a lcanz6  a ju s t&  
f i c a r  las  disminuciones observadas e n  e l  e f e c t o  d e l  CD OD s o b r e  e l  3 
carbonilo-20 en presenc ia  de 10s h i d r o x i l o s  en cues t ibn .  Por l o  t a g  
t o  tambign s e  p roduc i r f a  e l  segundo mecanismo q u e  afecta e l  e f e c t o  
del CDjOD. 
Para  determinar  l a  c o n t r i b u c i h  de  10s puentes  de  hidr6-  
geno en la  merma d e l  e f e c t o  d e l  carnbio de s o l v e n t e  s o b r e  e l  carbo- 
n i l o  20 se descont6 e l  e f e c t o  i n d u c t i v o  ca l cu l ado  en  10s 20-metilen 
anglogos, suponiendo que dicho e f e c t o  i n d u c t i v o  f u e r a  e l  mismo en 
ambos casos ,  Los r e s u l t a d o s  s e  resumen en l a  t a b l a  111-20. 
E l  h i d r o x i l o  174 s e  e n c o n t r a r i a  en tonces  formando puente 
Tabla 111-20: Discriminaci6n d e l  e f e c t o  del CD OD sobre e l  carbon& 3 
l o  20 en presenc ia  o ausenc ia  de 10s h i d r o x i l o s  174 
y 21. 
Efec to  (a) Efec to  (b) Puente ( c )  Puente ( d l  
de H d e  H 
t o t a l .  inductive. con CDJOD. in t ramol .  
t + 0,97 + Oyo7 0,90 -- 
- 
3 I +  0,70 - 0,05 0,75 17 % 
4 + 0,27 - 0 9 1 6  0943 52 % 
2 + 0,50 + 0,12 0938 58 % 
: 
(a) d C 2 0 ( ~ ~ ~ 1  :CD OD) - 6 C Z O ( ~ ~ 1  1 en 20-ce toes te ro ides .  3 3 3 1 - 
C 
de hidrbgeno con e l  ca rbon i lo  20 en una pequefia proporcibn (17 %). 
En cambio e l  h i d r o x i l o  21 i n t e r a c t u a r i a  con mayor e f i c i e n c i a  con 
d i cha  funcibn c e t h i c a ,  bloqueando e l  52 % de 10s s i t i o s  de  uni6n 
d e  l a  m i s m a .  En p re senc i a  de ambos h i d r o x i l o s  e l  po rcen ta j e  de  pueq 
t e s  d e  hidrbgeno p re sen te s  fue  mayor a h ,  aunque menor que l a  suma 
de  10s puentes f o r ~ a d o s  por  10s h i d r o x i l o s  e n  10s compuestos mono- 
h idrox i lados .  
De no haberse considerado e l  e f e c t o  i n d u c t i v o  se hubie- 
se a r r i b a d o  a conclusiones  d i s t i n t a s  ya que e l  a n g l i s i s  d i r e c t 0  
d e l  e f e c t o  t o t a l  i n d i c a r f a ' q u e  l a  presenc i a  d e l  h i d r o x i l o  17d dig 
minuye considerablemente l a  fornaci6n de puentes  de  hidrbgeno e n t r e  
e l  h i d r o x i l o  21 y e l  ca rbon i lo  20. zn carnbio l a  co r recc i6n  r e a l i z g  
d a  determinb quo en e l  c o m ~ u e s t o  d i h i d r o x i l a d o  es donde s e  produce 
l a  mayor ~ r o p o r c i 6 n  de puentes de hidr6gen0, 
Traba jos  a n t e r i o r e s  no habian a r r i b a d o  a ev idenc ia s  c l a  
ras ace rca  de l a  p o s i b i l i d a d  de formaci6n de puentes  de  hidrbgeno 
en e s t o s  compuestos 12,132,133 
Ftnalmente l a  pequefia d i f e r e n c i a  e n t r e  e l  po rcen ta j e  de 
puen te s .de  h%drBgeno observados e n  2 y l a  suma d e  10s p o r c e n t a j e s  
d e  10s h i d r o x i l o s  i n d i v i d u a l e s  puede i n t e r p r e t a r s e  como que 10s 
ca rbon i lo s  involucrados  en un puente de hidr6geno con uno de 10s 
h i d r o x i l o s ,  no puede formar puentes  simultaneamente con e l  o t r o  
h id rox i lo .  Por l o  t a n t o  l a  d i s p o n i b i l i d a d  d ~ l  c a r b o n i l o  para i n t e  
r a c t u a r  con cada h i d r o x i l o  serga menor, Las ecuac iones  que permiten 
e l  ch l cu lo  del porcen ta j e  de  cada e spec i e  son l a s  s i g u l e n t e s :  
s i e n d o  p2, y PI7  e l  porcen ta j e  de  c a r b o n i l o s  que forman puente de  
hi.drbgeno con 10s h i d r o x i l o s  21 y 17 respect ivamente  en e l  d i h i d r o  
x i e s t e r o i d e  2. 52 y 17 corresponden a 10s p o r c e n t a j e s  de puente  de 
hidr6geno en 10s monohidroxies teroides  4 y 5 respect ivamente .  
Resolviendo este sistema de  ecuac iones  se a r r i b 6  a1 resul 
t ado  represen tado  en l a  f i g u r a  71. Como puede v e r s e  e l  i o r c e n t a j e  
t o t a l  de puentes  de hidrdgeno (56  %) r e s u l t 6  notablemente similar 
D 
F i a u r a  2: Fomaci6n de puentes  de  hidr6geno e n t r e  e l  c a r b o n i l o  20 
y 10s h i d r o x i l o s  174 y 21 en cor texolona  ( 2 ) .  
a1 realmente  observado ( 58 %) . I .  
El a n a l i s i s  de modelos moleculares  confirm6 que r e s u l t a  
muy poco probable  l a  formaci6n d e  puentes  de  hidrbgeno s imul taneg  
mente con anbos h i d r o x i l o s ,  ya que l a  conformaci6n d e  l a  cadena 
l a t e r a l  r eque r ida  s e r i a  muy poco e s t a b l e  debido a l a  f u e r t e  interac 
c i 6 n  e s t g r i c a  e n t r e  e l  me t i l o  18 y e l  met i leno  21. 
Saunders y colaboradores  134 a n a l i z a r o n  e l  6 d e l  carbon& 
l o  20 segGn s e  encuentren p r e s e n t e s  o no 10s h i d r o x i l o s  170( y/o 21. 
Los a u t o r e s  u t i l i z a r o n  como s o l v e n t e  e l  dimet i lsul f6xido-d6.  En d i  
c h a s  condic iones  observaron un e f e c t o  similar de ambos h i d r o x i l o s  
s o b r e  e l  5 d e l  ca rbon i lo ,  e f e c t o s  que s e  adic ionaban cuando ambos 
s e  encontraban presen tes .  Los co r r imien tos  fueron ad jud icsdos  a e- 
f e c t o s  induc t ivos .  
Las d i f e r e n c i a s  observadas r e s p e c t o  d e  l o s  r e s u l t a d o s  aqui  
presentados ,  donde e l  cor r imien to  debido a cada h i d r o x i l o  fue  d i s  
- 
t i n t o ,  s e  debe a que  en CDC13 s e  produce, ademds del efecto i n d u g  
t i v o ,  l a  formaci6n de puentes  de  hidr6geno in t ra rno lecu la res ,  miez 
tras que e n  dimet i lsul fbxido-d6 e l  puente de hi.drbgeno in t ramolecg  
l a r  s e  ve anulado deb ido  a1 car6cter fuer temente  a c e p t o r  d e  puentes 
de hidr6geno d e l  so lven te .  
111.6. Determinacibn de las b a r r e r a s  r o t a c i o n a l e s  de  m e t i l o s  a n g p  
l a r e s  por e l  mgtodo de Woessner. 
GEXER-4LI DADES : 
La relajacibn dipolo-dip010 es e l  mecanismo de r e l a j a c i h  
predominante en n6cleos  de  e sp in  1/2, unidos  a o t r o s  nGcleos d e l  
mismo sp in .  Procesos de movirnientos moleculares  i n f l u y e n  en d icho  
mecanisao de r e l a j a c i h n .  Los movimientos mencionados pueden t r a t x  
se  de 10s de l a  mol6cula coma un todo,  asf como 10s de c i e r t a s  pox 
c i o n e s  de l a  misrna r e s p e c t o  d e l  r e s t o .  En p a r t i c u l a r ,  en e l  caso  
d e  10s e s t e r o i d e s ,  r e s u l t a  i n t e r e s a n t e  la  r o t a c i b n  de 10s m e t i l o s  
a n g u l a r e s  18 y 19 r e s p e c t o  d e l  e sque le to  e s t e r o i d a l  '''a ~a v e l o c ~  
dad de r o t a c i d n  de 10s m e t i l o s  depehde de  l a  i n t e r a c c i d n  de  10s m i 2  
mos con o t r o s  Qtomos e spac i a lnen te  cercanos ,  brindando d a t o s  a c e r c a  
d e  l a  d i s p o s i c i d n  t r i d imens iona l  de  l a  mol6cula. 
Woessner d e s a r r o l l 6  l a  herramienta  matemdtica que permite  
de te rminar  l a  r o t a c i b n  d e  un m e t i l o  en c u a l q u i e r  rnol&cula, en forma 
a i s l a d a  d e l  movimiento g l o b a l  d e  l a  m i s m a  '09, 10 afios a n t e s  d e  l a  
a p a r i c i 6 n  de  l a  ins t rumentac ibn  que p e r m i t i e r a  l a  t ransformacibn de 
F o u r i e r  y, por  l o  t a n t o ,  l a  a p l i c a c i d n  d e  l a  t e o r f  a de  Woessner. Ds 
b i d 0  a e s t o ,  l a  t e o r f a  de  goessner  encontrd  poca d i f u s i b n .  
La con t r ibue idn  de l a  r e l a - j ac i6n  dipolo-dip010 ( T I  (DD) ) 
a l a  r e l a j a c i d n  spin-red (TI) puede ser determinada a p a r t i r  de eg 
t e  filtimo parametro y d e l  increment0 po r  e f e c t o  nuc l ea r  Overhauser 
(7) a t r a v h s  de l a  ecuaci6n:  
13 1 donde, en e l  caso de l a  i n t e r a c c i d n  C- Ii 7(,,,, = 1,988. 
El T,(DI)) de  un I3c puede r e l a c i o n a r s e  con s u  tiempo d e  
c o r r e l a c i 6 n  e f e c t i v o  (re) a p a r t i r  de  l a  s i g u i e n t e  ecuacibn: 
donde n corresponde a1 nfimero de  pro tones  unidos  a1 13c que se  re 
1 l a j a ,  tC y TH son las cons t an t e s  giromagn6ticas de  I3c y H respec 
t ivarnente, y rCH e s  l a  d i s t a n c i a  de la  unibn a -  C-H. 
En condiciones  de  movimiento i s o t r 6 p i c o  sin movirnientos 
i n t e r n o s ,  e l  tiernpo de  c o r r e l a c i 6 n  se r e l a c i o n a  con e l  c o e f i c i e n t e  
de  d i f u s i 6 n  de l a  mol&cula segdn l a  s i g u i e n t e  ecuaci6n: 
Cuando e l  movimiento molecular  es a n i s o t r b p i c o  aparecen  
t r e s  c o e f f c i e n t e s  de  d i f u s i 6 n  d i s t i n t o s  segfin 10s t r e s  e j e s  de  rg 
f e r e n c i a ,  compllclndose notablemente l a  r e l a c i 6 n  e n t r e  y 10s cog 
f i c i e n t e s  de  d i f u s i d n  (en  l a  r e f e r e n c i a  135 s e  d i s c u t e n  a lgunos  de 
e s t o s  casos) . 
La s i t u a c i 6 n  s e  complica aGn r n A s  cuando adem& e l  Btomo 
observado se encuent ra  en una reg i6n  d e  la  mol6cula que posee movi 
l i d a d  i n t e r n a .  En e s e  caso  aparece  un nuevo termino de d i f u s i d n  cp 
rrespondiente a1 coef ic i en te  de  d i fus i6n  i n t e r n a  (Dif. 
Por filtirno en  e l  caso de 10s meti los ,  e l  e j e  de  ro tac i6n  
d e  10s mismos puede o  no c o i n c i d i r  con e l  e j e  p r e f e r e n c i a l  d e  d f f g  
s i 6 n  general .  
En genera l ,  s a lvo  casos muy p a r t i c u l a r e s ,  se  u t i l i z a  la  
aproximacidn de  movinientos i so t r6p icos .  Se s i m p l i f i c a  asf notablg 
menee e l  problerna ya que, ademgs de reduc i r  10s c o e f i c i e n t e s  de 
d i fus ibn  general  a uno so lo ,  e s t o  hace que e l  e j e  de ro tac i6n  in-  
t e r n a  d e l  metfilo coincida con e l  molecular, ya que e s t e  Gltimo no 
t i e n e  una d i recc i6n  p re fe renc ia l  debido a 1  movimiento i so t r6p ico .  
Ex i s t e ,  adem&, una G l t i m a  consideracibn sobre e l  movi- 
miento de un metilo: 
I.L 
- El  movimiento puede ser t a l  que todas l a s  or ien tac iones  d e l  met& 
l o  tengnn igual  probabilidad (movimiento 1). 
- E l  movimiento d e l  met i lo  s e  produce por rhpidos s a l t o s  e n t r e  a l  
gunas posiciones determinadas (por  ejemplo las  posiciones a l t e r  
nadas, donde l a  i n t e racc ibn  e s t 6 r i c a  de 10s hidrbgenos con 10s sus 
t i t u y e n t e s  del carbon0 a qne e s t &  unido e l  met i lo  es minima)(movi- 
miento 11) 
. No e x i s t e  consenso acerca d e  cua l  de e s t o s  mecanismos rg 
s u l t a  e l  m & s  apropiado 135- 
Las ecuaciones r e s u l t a n t e s  para l a  r e l a j a c i d n  de meti los  
luego de l a  aproximaci6n a n t e r i o r  son (para  ambos t i p o s  de  m o v i n i e ~  
t o s )  : 
para 10s movimientos I y I1 respectivamente. A ,  B y C son f a c t o r e s  
I 
geomhtricos determinados por e l  Angulo A e n t r e  e l  vec tor  que conec 
t a  e l  d i p o l o l ( e n  e s t e  caso l a  uni6n C-H) y e l  e j e  de ro tac i6n  i n t e r  
Si se dispone d e l  va lo r  d e  D, e s  pos ib le  c a l c u l a r  D i  a 
p a r t i r  de las ecuaciones a n t e r i o r e s .  D puede s e r  calculado a p a r t i r  
d e l  T,(DD) de un carbono r i g i d o  de l a  mol6chla, e l  c u a l  s o l o  s u f r i -  
r i a  e l  movimiento i s o t r 6 p i c o  general .  Por l o  t an to ,  mediante l a  de- 
terminaci6n de TI y 7  d e l  met i lo  y de un carbono d e l  esquele to  r igL  
do de l a  mol6cula e s  pos ib le  c a l c u l a r  l a  ro tac idn  i n t e r n a  d e l  metilo. 
Para s i m p l i f i c a r  10s c&lculos usualmente s e  r e a l i z a  e l  cg 
c i e n t e  e n t r e  l a s  ecuaciones que re lac ionan 10s T1(DD) con 10s c o e f i  
c i e n t e s  de  d i fus i6n  genera l  (Dl e i n t e r n a  (Di) para e l  carbono que 
i n t e r e s a  (met i lo)  y para un carbono d e l  esquele to  r i g i d o  de l a  molk 
cula .  En general se e l i g e  un metino, resul tando:  
para  10s movimientos I y I1 respectivamente.  
Con e l  fin de t ransformar  Di en l a  barrera de r o t a c i b n  
d e l  m e t i l o  (Vo) d e b e r i a  hacerse  un e s t u d i o  en funcibn d e  l a  temp2 
r a t u r a ,  obtenA6ndose una r e l a c i 6 n  d e l  t i p o  de la  de  Arrhenius: 
v 
D = Dio exp ( - - i * 1 R T 
E l  tiempo de msquina r eque r ido  para  e s t e  t i p o  de exper2 
i  
mentos (ademhs de l a  necesidad de v a r i a c i b n  de ternperatura de l a  
muestra)  l o  hacen poco p r l c t i c o .  En g e n e r a l  se calcula Vo de la g 
cuaci6n a n t e r i o r  a p a r t i r  de  Di a una s o l a  t empera tura ,  conociendo 
Dio. Este v a l o r  corresponde a1 c o e f i c i e n t e  de d i f u s i b n  r o t z c i o n a l  
d e  un m e t i l o  cuya r o t a c i b n  e s  l i b r e  (Vo = 0 )  y corresponde a: 
donde I es e l  momento de i n e r c i a  d e l  grupo m e t i l o  136 
Debido a las  v a r i a s  supos i c iones  r e a l i z a d a s  a 10 l a r g o  
d e  l a  deduccibn de las ecuaciones  a n t e r i o r e s  (movimiento i s o t r 6 p L  
c o ,  e j e  de  r o t a c i 6 n  i n t e r n a  co inc iden te  con e l  eje g e n e r a l ,  d e r i -  
vac idn  de  Vo a p a r t i r  d e  una s o l a  t empera tura ) ,  as1 como 10s err9 
r e s  de rnedici6n de TI y ? ,  d e l  rn6todo de  Woessner r e s u l t a n  v a l o r e s  
s e m i c u a n t i t a t i v o s  pa ra  las b a r r e r z s  d e  ro t ac ibn .  S i n  embargo para  
una serie de compuestos relacionados, medidos en iguales condici~ 
nes, muchos de 10s errores matem&ticos y experimentales pernanecen 
constantes, de modo que es posible utilizar el metodo en forma cog 
parativa dentro de la serie I35 
El Gnico antecedente de un estudio comparativo en esteroi 
des es el realizado por ApSimon y colaboradores "O. Del mismo se 
desprende la utilidad de esta estrategia para el an&lisis conform2 
cional. Los autores emplearon la aproximacibn de movimiento isotrfi 
pico para la molCcula esteroidal,(dado que el tiempo de relajaci6n 
del C3, sobre el eje mayor del esteroide, no diferia mayormente de 
10s del resto de 10s carbonos del esqueleto esteroidal), y el movi 
miento homogkneo para 10s metilos (A = 1/9; B = 8/27; C = 16/27). 
Por Gltimo consideraron que el Gnico mecanismo de relajacibn era 
el dipolo-dipelo, considerando TI = TI (DD) (es decir 7 = 1,988). 
En vista de 10s interesantes resultados obtenidos en la 
aplicaci6n del mktodo de Woessner para la determinacibn de la rots 
cibn de 10s metilos angulares de esteroides ' y las alteraciones 
conformacionales que evidencian, se decidi6 ensayar este metodo SQ 
bre un glucocorticoide natural, corticosterona ($1, y nn mineralo- 
corticoide, 11-desoxicorticosterona (41, con cierta actividad glu- 
cocorticoide. Resulta particularmente interesante analizar estos 
dos compuestos en busca de caracteristicas conformacionales diferea 
tes dsda su similitud estructural y su diferente actividad biolbgL 
ca. 
RESULTADOS Y DISCUSION : 
Para  l a  medici6n de TI s e  e l i g i b  l a  t gcn ica  de  i n v e r s i b n  
recuperacibn r&pida  ( i n v e r s i 6 n  recuperaci6n pero sin p e r m i t i r  la 
completa r e l a j a c i b n  de 10s carbonos e n t r e  cada secuenc ia  de pulsos) 
137a. La secuenc ia  da pu l sos ,  que permite  l a  deterrninaci6n d e l  m i s -  
mo se esquematiza en l a  f i g u r a  72. 1 
Debido a l a  no r e l a j a c i b n  cornpleta de 10s carbonos e n t r e  
las  secuenc ia s  de pulsos ,  l o  c u a l  disminuyb notablemente e l  tiempo 
d e  equipo r eque r ido ,  fue  necesa r io  l l e v a r  e l  s i s t ema  a es t ado  e s Q  
c i o n a r i o  a n t e s  de l a  acumulacibn de d a t o s ,  por  l o  cual se d e s c a r t g  
r o n  l a s  c u a t r o  pr imeras  secuencias .  
[(180+,- Tm - gokx +Y 
(A,) 
F i ~ u r a  21: Secuenc.ias de pu lsos  empleadas en l a  determinaci6n d e l  
tiempo de r e l a j a c i d n  y e f e c t o  n u c l e a r  Overhauser d e  13c. 
La ecunci6n que re lac iona  l a  in tens idad  de l a  sefial obse r  
vada con e l  tiempo de espera (T,) y T1 e s  l a  s igu ien te :  
T 
I - IT ] exp ( - - OD 1 m 1 *1 
donde IT y I a s o n  las in tens idades  de l a  sefial de un carbon0 para 
m U I  
un Tm cualquiera  y Tm = co respectivarnente; D' = At + T' . 
Los T1 fueron calculados a p a r t i r  de l a  e c u a c i h  a n t e r i o r  
I 
mediante una regres i6n  no l i n e a l  de cuadrados minimos 13', l a  c u a l  
no requiere  l a  deterninacibn de Ia, p r i n c i p a l  fuente  d e  e r r o r  en ~ 
regres iones  l i n e a l e s  simples '37b y euya rnedicihn insuma un consL 
d e r s b l e  tiempo de equipo. 
La deterninacidn de 7j , a t r avbs  de l a  secuencia de pu& 
sos esquematizada en l a  figura 72 ,  fue r e a l i z a d a  en base a l a  i n t g  
gracidn de l o s  ~ i c o s ,  ya que no fue pos ib le  r e a l i z a r l o  en base a 
s u s  a l t u r a s ,  debido a1 d i f e r e n t e  ensanchamiento de 10s mismos. 
Dado que no Zueposible mantener l a  i n t e g r s c i 6 n  r e l a t i v a  
e n t r e  10s espect ros  con y s i n  e f e c t o  nuclear  Overhauser (eno), se 
debi6 as ignar  e l  va lo r  2 (correspondiente  a l )  = 1,988) a1 pico d e  
mayor incremento, calcul&ndose e l  r e s t o  de 10s incrementos en base 
a. es te .  
8 
Se determinaron 10s TI y ?f de l o s  carbonos de 11-desoxi 
co r t i cos te rona  (4) y cor t icos terona  (5) a dos concentraciones d i r e  
r e n t e s  (100-200 rng/ml) e n  CDCIJ. Los r e s u l t a d o s  se resumen en l a  
t a b l a  111-21. Pn l a  m i s m a  s e  indican  tambidn 10s T1(DD) calculados 
a p a r t i r  de 10s mismos. 
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Se descr iben  10s v a l o r e s  pa ra  10s carbonos a l i f & t i c o s  so 
l m e n t e ,  ya que 10s o l e f i n i c o s  ( C 4  y C5) y 10s c a r b o n i l i c o s  (C3 y 
C20) se h a l l a n  en una r e ~ i b n  d e l  e s p e c t r o  muy a l e j a d a  de l a  f r ecueq  
c i a  def pu lso  y ,  por  l o  t a n t o ,  r ec iben  s u  i n f l u e n c i a  en forma i n a -  
d ecuada 137c. Tamcoco se i n d i c a n  10s carbonos c u a t e r n a r i o s  (C10 y 
C13) debido a que  e l  rango de Tm u t i l i z a d o  no es e l  adecuado para 
e l  c ~ l c u l o  de 10s T I  cor respondien tes ,  considerablemente mayores. 
.Seg6n s e  deduce de l a  ecuacien que r e l a c i e n a  TI  (DD) con 
rc, todos  10s Atornos de carbon0 de l a  parte r i g i d a  de l a  mol6cula 
( e sque le to  e s t e r o i d a l )  con i g u a l  nGmero d e  Qtornos de  hidrbgeno u n l  
d o s  (n )  deber ian  poseer  i g u a l  TI (DD) . Ademis 10s carbonos un idos  a 
un atorno de hidrbgeno (n=l) t e n d r i a n  un v a l o r  de  TI  (DD) doble  d e l  
cor respondien te  a 10s met i lenos  (n=2). i t  
Como puede v e r s e  en l a  t a b l a  111-21 e s t o  s e  cumpli6 pa ra  
t o d o s  10s dtomos d e l  e sque le to  e s t e r o i d a l ,  t a n t o  en 4 como en  6 a 
l a s  dos concentraciones,  ana l izadas .  
En cambio e l  TI (DD) cor respondien te  a1 C21 (n=2) r e s u l t 6  
no tab lenente  mayor que e l  d e l  r e s t o  de 10s met i lenos  p re sen te s .  Eg 
t o  puede e x p l i c a r s e  con f a c t l i d a d  ten iendo  en cuen ta  l a  p o s i b i l i d a d  
d e  r o t a c i d n  i n t e r n a  d e  l a  cadena la teral ,  l o  c u a l  disminuye e l  ?, 
d e l  C21 y ,  por  l o  t a n t o ,  aumenta su T I .  
Otro t a n t o  sucedi6  con 10s m e t i l o s  angu la re s ,  como e r a  
d e  espe ra r se ,  ya que a pesa r  de ser 10s carbonos unidos  a1 mayor 
ndmero de  hidr6genos (n=3) son  10s que presentaron ( d e n t r o  de 10s 
carbonos ana l i zados )  10s T I  (DD) mHs l a rgos .  Es to  i n d i c b  ademh  la  
impor t anc i a  de  l a  r o t a c i b n  i n t e r n a  de  10s mismos. 
Para l a  ap l i cac ibn  d e l  rn6todo de 'Jloessner a1 casa  partr 
c u l a r  de 4 y fi se  realizb l a  supos ic i6n  de ~ o v i m i e n t o  i s o t r 6 p i c o  
y se ensayaron 10s d o s  mecanismos de r o t a c i 6 n  (movimientos I y 11). 
Cabe destacar que se r e a l i z 6  una pequeiia n o d i f i c a c i h n  en 
e l  mgtocio genera l .  Para  eva lua r  en forma m&s a j u s t a d a  e l  v a l o r  de  
D ,  en l u g a r  de u s a r s e  e l  T,(DD) de  un metino i n d i v i d u a l ,  s e  real& 
26 e l  promedio de 10s nT1(DD) de todos  10s carbonos del e s q u e l e t o  
e s t e r o i d a l  (met i lenos  y metinos).  Corno puede verse en l a  ecuaci6n 
que r e l a c i o n a  TI (DD) y e l  v a l o r  nT1 (DD) debe ser e l  mismo para 
t odos  10s carbonos de l a  porcibn r i g i d a  de  l a  mol6cula. Adern&, 
euando s e  d i v i d e  l a  ecuacibn de T1(DD) de 10s m e t i l o s  en func idn  
d e  10s c o e f i c i e n t e s  de  d i f u s i b n ,  por  l a  ecuacibn de  un .metino,  es 
p o s i b l e  hncer d icha  d i v i s i b n  por  e l  nT, ( D D ) . ~  de c u a l q u i e r  o t r o  cay  
bono d e l  esque le to  r i g i d o  ( n  en e l  caso de 10s metinos es = 1 )  y 
d e  igual modo por e l  v a l o r  de  nT, (DD) promedio, r e s u l t a n d o  (reern- 
plazando ademas 8 ,  B y C por  10s v a l o r e s  i nd i cados  por  ApSimon y 
colaboradores  1 % ) .  
p a r a  10s movimientos I y I1 ( t r e s  pos ic iones  p r e f e r e n c i a l e s )  r e s p e g  
tivamante. En e l  primer caso  el  c 5 l c u l o  da f y ,  por  l o  tanto de Di, 
imp l i ca  l a  r e so luc ibn  de una ecuacibn de  segundo grado ,  m i e n t r a s  que 
I 
e n - e l  caso d e l  novimiento d e  a s a l t o s  (11) s e  obt iene  una ecuaci6n 
d e  primer grado. 
Finalmente, para e l  ca lculo  de la bar re ra  de ro tac i6n  d e  
l o s  meti los  se  a p l i c b  l a  ecuaci6n d e l  t i p 0  de la de  Arrhenius, mefi 
cionada anteriormente,  u t i l i z a n d o  Dio = 0,86 x l 0 l 3  so' (jo°C) 136 
Los resul t2dos  s e  resumen en l a  t a b l a  111-22, donde s e  
observa que t a n t o  en 1 1 -desoxicorticosterona (4) como en s u  1 1/3-hi 
droxiderivado (61, aument6 l a  movilidad molecular a1 disminuir l a  
. concentracibn, probablemente debido a una disminuci6n de l a  v i s c g  
s idad  con l a  d i luc ibn  jg. En cambio no se modificb rnayormente l a  
ro tac i6n  de 10s meti los ,  l a  c u a l  no depende de la viscosidad s i n o  
de  in te racc iones  intramoleculares ,  
Cabe des taca r  l a  considerable  d i f e r e n c i a  apreciada en l a  
movilidad de 4 y 6 a i g u a l  concentracibn, posiblemente debido a1 
aumento en l a  formaci6n de puentes de hidrbgeno intermoleculares  
en CDC13, l o  cua l  disminuye la  movilidad de la  mol6cula. Alga si- 
m i l a r  fue  informado en e l  caso de 3-hidroxicolenatos de metilo h& 
droxi lados  en posiciones 7 y/o 12 (compuestos 121-154) 139 , obsex 
Tabla 111-22: Coef ic ientes  de d i fus ibn  general  del es te ro ide  y de 
difusibn i n t e r n a  de 10s n e t i l o s  18 y 19 en 11-desoxL 
cor t i cos te rona  (4) y cor t i cos te rona  (6) .  
7 
Esteroide 4 - 6 
Concentr . a 100 200 100 203 
<xT,(DD)>~ 2 ,36  1,30 1,05 0,70 
D 8 s50 4,64 3,77 2,50 
(' (18) 13 28 9 10 
-c5 
H 





112 132 36 26 
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3 V (18) 0 1,53 1,43 2,21 0 2940 
r: V , ( 1 9 ) e  1,85 1,68 1,60 1,77 
f (18) 29 59 2 1 23 
k 
w r (19) I8 40 55 62 
H 
0 




Di (19) 149 189 21 1 156 
E 
4 + V o (18) 1,03 1 ,OO 1173 1,92 
0 
r: vo (19) 1,36 1,21 1,15 1,33 
a) Solncidn en CDC13 expresada en i g / m l .  
b) Promedio de 10s NT1 ( en  segondos) de 10s meti lenos y metinos d e l  
esqueleto e s t e ro ida l .  
f) Rotacion por s a l t o s  entre tres posiciones.  
vando no tab les  d i sn inuc iones  en e l  T1 a medida que aumenta e l  grg 
d o  de h id rox i l ac ibn ,  hal fando i n c l u s i v e  d i f e r e n c i a s  e n t r e  e l  12-hL 
droxider ivado  (154) y e l  7-hidroxi lado (154) debido a que en este 
i l l t imo e l  h i d r o x i l o  se encuentra  rn&s expuesto y,  por l o  t a n t o ,  prQ 
duce un mayor e f e c t o  en l a  movilidad. 
Exis ten  no tah l e s  d i f e r e n c i a s  en  10s v a l o r e s  ca l cu l ados  
segfin se cons idere  l a  r o t a c i 6 n  d e  10s m e t i l o s  como un movimiento 
d e  a s a l t o s  (11) 6 continuado (1). S i n  embargo, e n  cuanto a s u  uti,  
l i d a d  comparativa,  ambos l l e v a r o n  a las  m i s m a s  conclusiones:  
- La in t roducc ibn  de un hidroxLlo en pos i c i6n  llp no a f e c t d  la bg 
r r e r a  de  r o t a c i b n  d e l  m e t i l o  19. 
- En e l  caso  d e l  met i lo  18 l a  b a r r e r a  d e  r o t a c i 6 n  aument6 n o t a b l e  
mente con la h id rox i l ac i6n  mencionada. 
Un e s t u d i o  a p r i o r i  de  l a  s i t u a c i b n ,  suponiendo que no 
s e  produce ninguna d i s t o r s i b n  molecular  con la i n t roducc ibn  d e l  hi 
d r o x i l o  en pos i c idn  l l p , . i n d i c a r i a  lo c o n t r a r i o ,  es d e c i r  que se 
e s p e r a r i a  que las  b a r r e r a s  d e  r o t a c i 6 n  disminuyeran. 
La barrera de r o t a c i b n  corresponde a l a  d i f e r e n c i a  d e  g 
I10 
n e r g i a  e n t r e  las conforrnaciones a l t e r n a d a s  y l a s  e c l i p s a d a s  . . 
Esta e x p l i c a c i b  es m8s coheren te  con l a  r o t a c i b n  de a s a l t o s  (11) 
que  con l a  cont inua  (1). La e n e r g i a  de  l a s  formas e c l i p s a d a s  depen 
de de  l a  i n t e r a c c i 6 n  de 10s hidrbgenos d e l  m e t i l o  con 10s s u s t i t u -  
y e n t e s  d e l  carbono vecino,  con 10s cuales  se ec l ip san .  En el caso  
d e  10s m e t i l o s  18 y 19 e s t e r o i d a l e s  d i chos  s u s t i t u y e n t e s  correspol? 
den a carbonos del esqueleto ( f i qu ra  73). 
En cambio la energfa de las formas alternadas depende de 
interacciones a larga distancia entre 10s metilos y aquellos grupos 
que se encuentren en relacibn 1,3-diaxial con el mismo. Por ejemplo 
en el caso del metilo 19 del androstano las interacciones se produ- 
cen con 10s hidrbgenos de posiciones ZP, v, 68, 8 y 11/1 (fiqura 73) .  
F i ~ u r q  2fi: Interacciones espaciales de 10s metilos angulares y d i a  
gramas de energfa que determinan (ejem~lificado para el 
androstano) . 
La e l iminac ibn  de alguno de d i chos  hidrbgenos (po r  e j e g  
p l o  por  in t roducc ihn  d e  un doble  en l ace )  disminuye las  i n t e r a c c i e  
n e s  a larga d i s t a n c i a ,  e s t a b i l i z a n d o  las  formas a l t e r n a d a s .  Como 
consecuencia aumenta l a  b a r r e r a  de  r o t a c i 6 n  y ,  por  l o  t a n t o ,  d i s -  
minuye l a  velocidad de  r o t a c i 6 n  110 
1 
En cambio si se reemplaza uno de 10s hidr6genos menciong 
d o s  por un grupo mas voluminoso (po r  e jemplo un h i d r o x i l o )  suponien 
do que no s e  producen modif icaciones  conformzcionales,  aumenta l a  
i n t e r a c c i 6 n  l , 3 - d i a x i a l  y ,  por  l o  t a n t o ,  aumenta la  ene rg t a  de l a s  
110 formas a l t e r n a d a s ,  disminuyendo l a  b a r r e r a  de  r o t a c i 6 n  . 
A d i f e r e n c i a  de l o  que c a b r i a  e s p e r a r s e  i n tu i t i va rnen te ,  
r e s u l t a  en tonces  que e l  aumento de  i n t e r a c c i o n e s  con e l  n e t i l o ,  ag 
menta l a  veloc idad  de r o t a c i 6 n  d e l  mismo, ya  que disminuye l a  barre 
Por l o  t a n t o ,  era de  e s p e r a r s e  que l a  i n t roducc ibn  de un 
h i d r o x i l o  en pos i c idn  1 lp aumentara l a  e n e r g i a  de las formas a l t e ~  
nadas,  disninuyendo las  b a r r e r a s  de r o t a c i h n  de  10s n e t i l o s  18 y 19. 
Como i n d i c a  l a  t a b l a  111-22 l a  r e a l i d a d  no es as$.  
La i n t roducc ibn  de un h i d r o x i l o  en pos ic ibn  l l p  no afeg 
t6 l a  r o t a c i b n  d e l  m e t i l o  19. Es to  i n d i c a r f a  que e s t o s  grupos s e  
encnentran su f i c i en t emen te  a l e j a d o s  como pa ra  no i n t e r a c t u a r ,  o que 
e l  e s t e r o i d e  modific6 s u  conformacibn t a l  que l a  i n t e r a c c i b n  met i lo-  
h i d r o x i l o  r e s u l t 6  i y a l  a l a  i n t e r a c c i b n  metilo-H11/3 en l a  conforma 
ciBn o r i g i n a l  ( s e  cornpensaria e l  aumento de tamafio d e l  s u s t i t u y e n t e  
con bn  aumento en l a  d i s t a n c i a )  . 
ApSirnon y colaboradores  determinaron que l a  presenc i a  
de  un ca rbon i lo  en pos i c idn  11 no a f e c t a  l a  r o t a c i b n  d e l  metL 
l o  19 ( e n  androstanos) .  Por l o  t a n t o  e l  H l  lP no i n t e r a c t u a r i a  con 
e l  m e t i l o ,  ya que  su e l iminac ibn  no rnodificb s u  r o t a c i b n .  
Esta oboervaci6n s u g i e r e  que e l  h i d r o x i l o  l l p  en c c r t i c o g  
t e r o n a  (6) se e n c o n t r a r i a  su f i c i en t emen te  a l e j a d o  d e l  m e t i l o  19 c g  
mo para que no s e  produzca i n t e r a c c i b n  e n t r e  e l l o s ,  no brindando 
ninguna informaci6n ace rca  de  una p o s i b l e  d i s t o r s i 6 n  conformacional  
debida a l a  func iona l i zac i6n ,  ya que no es p o s i b l e  saber si e l  h i -  
d r o x i l o  I lp se encuentra  m & s  a l e  jado en que e l  Hl l P  cor respondien  
t e  en e l  caso  de s u  11-desoxiderivado (4) r e s p e c t o  d e l  m e t i l o  19, 
o si la  d i s t a n c i a  e n t r e  e s t e  filtimo g e l  m e t i l o  ya  e r a  s u f i c i e n t e  
p a r a  que no se produzca la  i n t e r a c c i b n  met i lo -h idroxi lo .  
En cuanto a1 m e t i l o  18, l a  s i t u a c i 6 n  r e s u l t 6  a t n  m&s corn_ 
p l e j a  ya  que l a  i n t roducc i6n  d e l  h i d r o x i l o  11 produjo un aumento 
notable en su b a r r e r a  de  ro tac ibn .  
" P 
ApSimon y colaboradores  i n f o m a r o n  que e l  m e t i l o  18 
e n  e l  11-cetoandrostano gira mhs lentamente  que en e l  androstano.  
E s t o  se d e b e r i a  a la  e l iminac i6n  d e  l a  i n t e r a c c i d n  e n t r e  e l  m e t i l o  
y e l  HllP,  e s t a b i l i z a n d o  l a s  formas a l t e r n a d a s  y por cons igu ien t a  
amentando  l a  b a r r e r a  de ro t ac ibn .  Por  l o  t a n t o  e l  HI l P  se encon t rg  
r ia  suf ic ien temente  c e r c a  d e l  m e t i l o  18 como pa ra  i n t e r a c t u a r  con 
e l  mismo. 
- 
D e  no produc i r se  cambios conformacionales,  l a  i n t roduc -  
c i 6 n  de un h i d r o x i l o  en pos ic i6n  l l p  d e b e r i a  aumentar la  i n t e r a c -  
ab6n con e l  met i l o ,  disminuyendo l a  barrera de- r o t a c i 6 n .  
S i n  embargo se observ6 l o  s o n t r a r i o ,  e s  d e c i r  un aumento 
d e  l a  b a r r e r a  de  ro tac ibn .  Una p o s i b l e  exp l i cac ibn  seria que l a  in 
t roduccibn d e l  h i d r o x i l o  l l ( j  p r o d u c i r i a  un cambio conformacional  d e  
modo ta l  que el meti lo  s e  a l e j e  d e l  h id rex i lo  has ta  no i n t e r a c t u a r  
mss, o a1 menos, i n t e r a c t u a r  menos que con e l  htdrhgeno que s e  reem 
- 
plazb. 
Por l o  t a n t o  e l  metodo de Woessner ap l icado a 4 y 4 con- 
f irm6 l a  d i s t o r s i b n  d e l  e s t e ro ide  en l a  regi6n de 10s a n i l l o s  C y 
D ya apreciada en e l  a n h l i s i s  d e l  e f e c t o  d e  l a  in t roducci6n  d e l  h& 
d r o x i l o  11/3 en e l  6 de 10s carbonos que poseen hidrbgenos a -ax ia les  
$p&g. 240). En cnmbio no f u e  posib le  c o n f i r ~ a r  o t r o  t a n t o  respecto 
de l a  regi6n Be 10s a n i l l o s  A y B. 
La  apl icac ibn  d e l  metado de Woessner a1 caso de 10s coy 
t i c o i d e s  11-desoxicorticosterona (4) y cor t i cos te rona  (8 )  demostr6 
l a  u t i l i d a d  d e l  m8todo en  e l  a n & l i s i s  comparative de l a  conforma- 
c i6n  r e l a t i v a  d e  e s t o s  e s t e ro ides ,  abriendc-una i n t e r e s a n t e  a l t e r  
na t iva  para e l  es tudio  conformacional de e s t e r o i d e s  en soluc i6n  y 
s u  apl icac ibn  a es tud ios  e s t r u c t u r a l e s .  
Para e s t o s  e s tud ios  cornparativos de co r t i cos te rona  (6 )  
y su 11-desoxiderivado (4) no fue pos ib le  u t i l i z a r  10s da tos  de 
rayos  X de 10s mismos 81 debido a l a  e x i s t e n c i a  de f u e r t e s  
in te racc iones  in termoleculares  en e l  c r i s t a l  ( f u e r z a s  de van d e r  
Waals y puente de hidrdgeno OH11P-03 en 61, las c u a l e s  impiden su 
poner que las conformaciones obtenidas por c r i s t a l o g r a f f a  Sean las 
e x i s t e n t e s  en soluci6n. De a l l $  l a  importancia de 10s e s t u d i o s  cog 
f  ormacionales por RMN-' 3 ~ ,  10s cua les  brindan i n f o n a c i 6 n  sobre e l  
es tado molecular en soluci6n,  asemejhdose  m6s a l a  s i t u a c i b n  bio- 
l 6 g i c a  que s e  estudia .  
CAPITULO IV 
ACTIVIDAD GLUCOCOHTI COIDE 
DE DERIVADOS DE FROGESTERONA 
A C T I V I D A D  GLUCOCORTICOIDE DE DERIVADOS DE PHOGESTEHONA 
- -
Coma se  d i s c u t i e r a  en l a  in t roducc ibn  de  e s t a  tesis, s e  
e l i g i e r o n  como p a r h e t r o s  b i o l 6 g i c o s  de  a c t i v i d a d  g l u c o c o r t i c o i d e  
l a  i n h i b i c i b n  de  s i n t e s i s  de  j c i d o  r ibonuc le i co  (ARN) y p o s t e r i o r  
(a1 menos cronologicamente) lisis c e l u l a r  en t i x o c i t o s  de  rata, 
En e s t e  c a p i t u l o  se presen tan  10s r e s u l t a d o s  ob ten idos  
en  cuanto a la a c t i v i d a d  de  10s der ivados  mono, d i  y t r i h i d r o x i l g  
1 d o s  en pos ic iones  1 l(j, l?a( y/o 21 de  progesterona (1) y s u s  A -dg 
r ivados .  
En el caso p a r t i c u l a r  de  uno de d i chos  e s t e r o i d e s  ( 1  l a -  
hidroxi-preqna-1,4-dien-3 ,20-diona (10) ) fuh menester  a n a l i z a r  el 
mecanismo por  e l  c u a l  e j e r c e  su  acc ibn ,  debido a1 p a r t i c u l a r  com- 
p o r t a a i e n t o  d e l  mismo. 
Para un a n 5 l i s i s  ordenado de 10s d i s t i n t o s  a s p e c t o s  de 
l a  a c t i v i d a d  g lucocor t i co ide  e s tud iados  fue  necesa r io  d i v i d i r  es- 
t e  c a p f t u l o  en 10s s i g u i e n t e s  puntos: 
- L i s i s  c e l u l a r  (IV. 2. ) , 
I V .  1 . I n h i b i c i 6 n  de l a  s f n t e s i s  de ARK. 
Para e l  e s t u d i o  de e s t e  c l & s i c o  pargmetro g l u c o c o r t i c o ~  
d e  s e  dec id ib  a p a r t a r s e  a150 d e l  c r i t e r i o  gene ra l ,  con e l  o b j e t o  
d e  obtener  una  v i c i 6 n  m5s d e t a l l a d a  d e l  com~or tamien to  de  10s e s t g  
roides ana l izados .  
En general s e  considera que l a  potenc ia  de un cornpuesto I 
e s  ngxiaa cuanto menor es l a  cant idad  d e l  mismo necesa r i a  para p r o  
d u c i r  un e f e c t o  observable .  Es d e c i r ,  se a s o c i a  s e n s i b i l i d a d  con 
po tenc ia ,  a punto ta l  que ninguno de 10s e s t u d i o s  a c e r c a  de l a  re 
l a c i b n  es t ruc tu ra -ac t iv idad  an te r io rmente  r i a l i z a d o s  ensayaron con 
cen t r ac iones  c r e c i e n t e s  de  e s t e r o i d e s .  Sin embargo se p i e s d e  asi 
i n f o r a a c i b n  t a n t o  a c e r c a  d e l  rn&ximo e f e c t o  d e  cada e s t e r o i d e  como 
a c e r c a  d e  l a  c o s i b i l i d a d  de mecanismos mf i l t ip les  dependientes  de 
l a  concentraci6n e s t  e r o i d a l .  
En e l  p re sen te  e s t u d i o  se a n a l i z 6  e l  comportamiento estg 
r o i d a l  en funci6n de l a  concentracibn,  desde v a l o r e s  l l f i s i o l b g i c o s "  
8 h a s t a  a q u e l l o s  l i rn i tados  por l a  s o l u b i l i d a d  (10.4 M) . 
RESULTADOS Y DISCUSION: 
Salvo  en e l  caso  de  llp,17&2l-trihidroxi-pregna-l,4-dien- 
3,200diona (a) ( v e r  e s t r u c t u r a s  cor respondien tes  en figura 1 , psg-. 
4 1, se obtuvieron r e s u l t a d o s  r ep roduc ib l e s  a l o  largo de toda  l a  
s e r i e  d e  e s t e r o i d e s  ana l i zados  a t odas  l a s  concent rac iones  ensayadas. 
L a  r e spues t a  c e l u l a r  f r e n t e  a 15 a l as  d i s t i n t a s  conceG 
t r a c i o n e s  ensayadas, evidenci6  una g ran  d i s p e r s i 6 n  e n t r e  experirnen 
t o s ,  coma puede v e r s e  en  l a  f i g u r a  74. 
E s t a  d i f e r e n c i a  puede e x p l i c a r s e  teniendo en  cuenta l a  
e x i s t e n c i a  de poblaciones  c e l u l a r e s  s e n s i b l e s  y r e s i s t e n t e s  a 10s 
e s t e r o i d e s  en e l  timo 5. En e l  grgfico de l a  f i g u r a  74 pueden ob- 
s e r v a r s e  dos curvas  perfectamente d e f i n i d a s .  La s u p e r i o r  correspoll  
d e  a poblaciones n o t a b l m e n t e  s e n s i b l e s  a1 c o r t i c o i d e ,  las c u a l e s  
r e spond ie ron \h l  mismo a concent rac iones  t e n  ba.jas como M. En 
cambio l a s  o t r a s  poblaciones  r e c i g n  respondieron a 16 a concent rg  
c i o n e s  da lo-? M ,  l l egando  a un e f e c t o  rneximo d e l  28 % de i n h i b i -  
c i 6 n  para  M, f r e n t e  a un 54 7; en  las prirneras, En 10s e x p e r i  
mentos r e a l i z a d o s  a concentraciones  10 -6 y 140 I i  aparentamente 
siernpre s e  t r a b a j 6  con poblaciones  s e n s i b l e s .  
log ( C )  
F i ~ u r a  34: Curvas dos is - respues ta  ( i n h i b i c i 6 n  d e  i nco rpo rac idn  d e  
3 ~ - u r i d i n a  a ARN) pa ra  c o r t i s o l  (H) (--%*-) y su A'-deriva - 
do (fi) ( sob re  poblaciones  s e n s i b l e s  (+) y r e s i s t e n t e s  
(-4 * 
A pesar d e l  comportamiento a l e a t o r i o  observado (se&n l a  
poblacibn de t i n o c i t o s  predoninante en cada l o t e  de  r a t a s  usado sn  
10s experimentos), puede verse  l a  t f p i c a  forma de l a  curva d e l  gr& 
f i c o  dosis-respuesta ,  d e l  t i y o  de sa turac ibn ,  presentando una con- 
cent rac i6n  de esterei.de a p a r t i r  de l a  cua l  l a  r e spues ta  no se mo- 
d i f i c a .  Este  e s  e l  t i p o  de curva que s e  produce cuando e l  e f e c t o  
hormocal e s t g  mediado por l a  u d b n  a un receptor  e spec i f i co ,  una 
de  cuyas c n r a c t e r f s t i c a s  es su l irnitada capacidad. 
Un'inconveniente ad ic iona l  d e l  a n A l i s i s  d e l  e f e c t o  inh i -  
b i t o r i o  de 16 es que s e  produjo en algunos casos una considerable  
lisis ce lu la r .  Dado qne l a  incorporaci6n de 'H-uridina se expresa 
7 e n  funci6n de un n6mero de c e l u l a s  (10 ) cualquier  f a c t o r  que alte 
r e  l a  lisis ( y  por l o  t a n t o  e l  drnero de ch' iulas) afecta e l  f a c t o r  
d i v i s o r  de l a  expresibn, contribuyendo en p a r t e  a l a  d i spe r s i6n  oh 
servada  (aunque no es s u f i c i e n t e  para j u s t i f i c a r  10s d i f e r e n t e s  cog 
portamientos que apareciergn, ya que experfencias  sin lisis mostrg 
r o n  respues tas  altas o ba jas  que denotan l a  presencia  de d i f e r e n t e s  
poblaciones d e  t irnocitos) . 
h s e r i e  de e s t e ro ides  no pudo ser completada c o n . e l  eg  
I t e r o i d e  base s i n  h i d r o x i l a r  (1) y su A -derivado (2 )  debido a l a  
lisis ce lu la r .  En e s t o s  casos s e  produjo una notable  reduccibn en 
e l  nGmero de c & l u l a s  v ivas  a1 cab0 de 3 hs de incubacibn, l o  cua l  
i n v a l i d 6  10s resul tados .  En e l  rest0 de 10s casos l a  v i a b i l i d a d  fue 
mayor d e l  90 %, no observ&ndose d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  e n t r e  e l  
nfirnero de c6 lu las  t r a t a d a s  recuperadas y las no tratadas. 
La t a b l a  IV-1 resume 10s r e s u l t a d o s  obtenidos en cuanto 
a l a  i nh ib ic ibn  de l a  incorporacibn da  3 ~ - u r i d i n a  a ARN ( f r a c c i b n  
(d & d m  7 a Q ,  
hi, 4 4 w s  h a d  
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i c s o l u b l e  en gcido pe rc lb r i co  a1 5 ?A) de 10s d i s t i n t o s  e s t e r o i d e s ,  
en las concentraciones ensayadas. Estos  va lo res  se r e f i e r e n  a1 % 
de inhibicF6n respecto  de con t ro les  ( c 6 l u l a s  incubadas e n  ausencia  
de es t e ro ide )  Luego de 3 hs  de incubacibn. En l a  tabla s e  i n d i c a  
tambie'n e l  e r r o r  s tandard de cada da to ,  as% como e l  nfirnero de ens2 
yos r ea l i zados  en cada una de las condiciones indicadas.  
S in  embargo, para l a  observacibn m5s d e t a l l a d a  & e l  coapor 
tamiento ind iv idua l  do 10s es te ro ides  r e s u l t a  mas conveniente l a  rg 
presentac ihn(gr6f ica  de 10s r e su l t ados  de un s is tema i n h i b i c i b n  v s  
l o g  (concentracihn) ,  como puede verse  en las figuras 74 y 74. 
Las curvas dosis-respuesta  de 10s glucocor t ico ides  cl&sL 
1 
c o s  cor t icos terona  (6) y c o r t i s o l  (8) y s u s  A-derivados (14 y fi 
respectivamente),  presentaron la forma c a r e e t e r i s t i c a  de  las  curvas 
d e  s a t u r a c i h ,  e s  d e c i r ,  que a p a r t i r  de c i e r t a  concentracibn e l  2 
f ec to  no se modifica,  arr ibgndose a un "plateau". 
En e l  caso de & su  e f e c t o  r e s u l t 6  i g u a l  a1 de sn 1,2 82 
h id ro  derivsdo (6) hssta Xa taoncentraei6n de loo5 M (a1 p la teau  aa 
a r r i b 6  a una concentracidn de e s t e r o i d e  da loo6 M). A c o n c e n t r a c i ~  
nes superiokes el 2 - e s t e r o i d e  sa d i f e r e n c i b  de 8 produciendo una 
mayor inh ib ic i6n  (s igni f ica t ivamente  d i s t i n t o s  seg6n e l  t e s t  de 
Student 141 a (p<0,05). 
Los e s t e r o i d e s  de mayor s e n s i b i l i d a d  ( e f e c t o  observable  
con menor cant idad de e s t e r o i d e )  r e s u l t a r o n  10s t r ih id rox ide r ivados  
& y, especialmente, fi ( e s t e  filtimo s o l o  sobre las poblaciones seg ' 
s i b l e s  a su  presencia)  produciendo inh ib ic ibn  d e t e c t a b l e  de l a  in-  
corporacibn de 3 ~ - n r i d i n a  en tirnocitos de rata s concentraciones 
e n t r e  loo8 y loo9 M. I n  cambio e l  glucocor t ico ida  n a t u r a l  d e  l a  rata, 
-8 -7 -6 -5 -4 l o g  ( C l  
Fiaura a: Curvas dosis-respnesta ( inhibicibn de la incorporacibn 
3 de H-uridina a ARN) de (a) mono y (b) dihidroxi-progeg 
teronas (ver estructuras en figura 1 ,  p5g. 4). 
1 
c o r t i c o s t e r o n a  (61, y s u  A-der ivado I&, r e q u i r i e r o n  c o n c e n t r a c i p  
n e s  nuper iores  a log8 para  produc i r  un e f e c t o  i n h i b i t o r l o  sip& 
f i c a t r v o ,  
Es t r ic tamente  hnblando cuando se i n d i c a  mayor o  menor s e n  
sibi1ida.d e s t e r o i d a l  en r e a l i d a d  se t ra ta  de mayor o menor s e n s i b 2  
l i d a d  de l a  c e l u l a  ( t i rnoc i to )  f r e n t e  a un determinado e s t e r o i d e .  
En cuanto a1 o t r o  extremo de l a  curva dos i s - r e spues t a  10s 
1 d o s  g lucocor t i co ides  n a t u r a l e s  ( 4  y 8)  y s u s  A -der ivados (14 y s) 
produjeron un e f e c t o  niiximo den t ro  d e l  rango 43-54 % (& en e l  caso 
de  poblaciones  s e n s i b l e s )  . 
A v a l o r e s  similares de i n h i b i c i 6 n  a r r i b a r o n  10s monohidrg 
x i e s t e r o i d e s  1 1P-hidroxiprogesterona (21, 1 I -desoxicor t icos te rona  
1 (4) y e l  A-der ivado de e s t e  Gltimo (12). Estos t r e s  e s t e r o i d e s  p r g  
sen t a ron  una curva dos i s - respues ta  similar ( f i g u r a  75a) que aparen 
temente l l ega  a un p l a t eau  de aproximadamente el 30 % de i n h i b i c i b n  
a una concentracibn d e  M. S i n  embargo a concent rac iones  supe- 
r i o r e s  s e  produjo un aumento brusco de d icho  e f e c t o ,  a r r ibando  a 
10s v a l o r e s  fnd icados ,  similares a 10s de 10s c o r t i c o i d e s  c l & s i c o s .  
En cunnto a l a  s e n s i b f l i d a d  de e s t o s  compuestos, 4 y 12 
produjeron e f e c t o s  observable8 a concent rac iones  similares a la de I 
6. En cambia 2 r e s u l t 6  un orden de  magnitud menos s e n s i b l e  que 10s 
a n t e r i o r e s .  
1 El A-der ivado de  e s t e  Gltimo e s t e r o i d e  r e s u l t 6  menos s e z  
s i b l e  y a c t i v o  afin, h a s t a  una concent rac ibn  de loo5 M donde apareE 
t 6  a r r i b a r  a un p l a t eau ,  S i n  embargo, a concent rac iones  s u p e r i o r e s  
produjo un aumento brusco que super6  el e f e c t o  i n h i b i t o r i o  de todos  
10s o t r o s  e s t e r o i d e s  ana l i zados  (66  % i n h i b i c i b n  a loo4 M)(f igura  75). 
Por l o  t a n t o ,  a concentraciones  r e l a t i vamen te  ba  jas ( por 
1 debnjo  de loo5 14) 10s e s t e r o i d e s  2,  4, 5, 5 y s u s  8 -der ivados s., 
12, 14 y 16 produjeron curvas  dos i s - respues ta  de t i p o  de s a t u r a c i h n  
-
coma era de e s c e r a r s e  en conpuestos que producen s u  acc ibn  a tra- 
v6s  de l a  unibn a un r e c e p t o r  e s p e c i f i c o  ( v e r  IV.3., p $ ~ .  293). Una 
d e  l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  d e l  recewtor  es precisamente s u  baJa  capacL 
dad ,  causan te  de l a  l i rn i tac i6n  en cuanto a1 increment0 d e l  e f e c t o  
observado a medida que  c rece  l a  concentracidn e s t e r o i d a l .  
S i n  embargo, este corn~ortarniento "ideal" de todos  10s e8  
t e r o i d e s  rnencionados, s o l o  se produjo hasta una concentraci6n d e  
M. H A S  a i l a  de l a  m i s m a ,  10s monohidroxiderivados 2, 4, 11 y 
1 especia lmente  h, -1  I!-hidroxiprogesteron;l (10) , produ je ron  incremeq 
t o s  i n j u s t i f i c a b l e s  segdn e l  mecanismo c l 6 s i c o .  
En e l  caso d e  l o 6  1 1  -h id rox ie s t e ro ides  2 y 10 s e  h i c i e  P 
ron  a lgunos  ensayos a concentraciones  a l g o  s u p e r i o r e s  a log4 1 que 
i nd fca ron  que e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  cont inuaba incrementfindose. Eg 
t o s  r e s u l t a d o s  p re sen ta ron  una cons ide rab le  d i s p e r s i 6 n  de d a t o s  de 
un experiment0 a o t r o ,  probablemente debido a d i f i c u l t a d e s  en la 
s o l u b i l i z a c i b n  de 10s e s t e r o i d e s ,  ya  que en e s a s  condic iones  se e= 
t& t raba jando  muy c e r c a  de  l a  s a t u r a c i b n  y con masas muy pequeiias 
( i n f e r i o r e s  a 500pg) que no permiten v e r i f i c a r  visualmente si qug 
d a n  r e s t o s  de compuesto s i n  d i s o l v e r .  S i n  embargo en todos  10s ca- 
s o s  s e  observaron e f e c t o s  i n h i b i t o r i o s  notablemente s u p e r i o r e s  a 
10s obser rados  a M, l l egando  a i n h i b i c i o n e s  d e l  80-90 %. 
Por  l o  t a n t o  s e  e s t a r f a  f r e n t e  a un e f e c t o  no s a t u r a b l e ,  
es d e c i r  que c o n t i n u a r i a  incrementsndose "indefinidamente" con l a  
concent rac ibn ,  l i m i t a d o  s o l o  por  e l  e f e c t o  en si (evidentemente no 
e s  ~ o s i b l e  una i n h i b i c i 6 n  s u p e r i o r  a1 100 %I. 
21 e f e c t o  i n h i b i t o r i o  a altas concent rac iones  ( M f  
producido por lJ fue  ana l izado  en cuanto a 1  mecanisno a t r a v 6 s  d e l  
c u a l  se produce, l o  c u a l  serA d i s c u t i d o  en d e t a l l e  en  IV.3. ( ~ 6 ~ .  
293) 
En l a  f i g u r a  75 y la tabla  IV-1 puede observarse  que 10s 
1 
e s t e r o i d e s  174-hidroxiprogesterona (21, cor texolona  ( 2 )  y sus !L - 
der ivados  (lJ y 15 rescect ivamente)  no a f e c t a r o n  mayormente la iq 
corporacibn de  3 ~ - n r i d i n a  a l a  f r a c c i 6 n  c e l u l a r  i n s o l u b l e  en Bcido 
p e r c l b r i c o  5 %, a h  n M. Los d i f e r e n t e s  experimentos p r e s e n t s  
r o n  en e s t o s  ca sos  una mayor d i s p e r s i b n  de d a t o s  ( l o  que se t r a d g  
c e  en un mayor e r r o r  es tandard)  c a r a c t e r i s t i c o  justamente de l a  no 
l .  
e x i s t e n c i a  d e  un ne to  e f e c t o  i n h i b i t o r i o .  Cabe d e s t a c a r  que  con t e s  
t o s t e r o n a  ( 1 0 ~ ~  N), considerada cono un e s t e r o i d e  que no produce 2 
f e c t o  en  l a  s i n t e s i s  de  ARN en t imoc i to s ,  s e  observe una i n h i b i c i b n  
d e l  19 76, t a m b i k  con cons ide rab le  d i s p e r s i 6 n  de d a t o s ,  considerado 
como no e spec i f i co .  Por  l o  t a n t o  e l  e f e c t o  de 3, 2 ,  11 y 15 puede 
c  ons ide ra r se  no e spec i  f i c s  142 
1 Finalmente 21-desoxicort isol ,  (5)  y s u  A -derivado (u) 
presen ta ron  l a  p a r t i c u l a r i d a d  de ser e l  Gnico par en  e l  c u a l  e l  
4 dieno r e s u l t 6  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  menos a c t i v o  que el h -3-cetoestg  
r o i d e  cor respondien te ,  a lo l a r g o  de  toda  la  curva dosis- respuesta .  
( f i g u r a  75). 13 presen t6  un e f e c t o  i n h i b i t o r i o  muy pequefio, l i n d a a  
do con 10s v a l o r e s  considerados  de no e f e c t o  ( i n e s p e c i f i c o )  aunque 
menos d i s p e r s o  que 6s tos .  En cambio 5 presen t6  una a c t i v i d a d  s i m h  
lar a la  de 19 a concent rac iones  de  loo6 y loo5 M, aunque mgs a l l a  
d e  esas concent rac iones  el e s t e r o i d e  d i h i d r o x i l a d o  mantuvo el rig 
m.o de aumento del e f e c t o  i n h i b i t o r i o ,  mientras que el 4e 10 se i n  
crernentb notablernente. E l  e fec to  de 5 a loo4 M (37 7;) r e s u l t 6  a lgo  
menor que e l  d e l  r e s t o . d e  10s es te ro ides  que presentan acci6n sobre 
e l  t imoci to (43-54 % sa lvo  19 que produjo un 66 % de i n h i b i c i b n ) .  
Con 10s datos disponib les  no e s  pos ib le  i n d i c a r  si e l  t& 
po de curva observada en fi y 5 es d e l  t i p 0  de sa tu rac ihn ,  debido 
a1 pequefio rango de concentracibn analizado. 
Es pos ib le  d i v i d i r  10s mono, d i  y t r ih id rox i -es t e ro ides  
anal izados,  en  dos grandes grupos: 
- Uno formado por 17&hidroxiprogesterona ( 3 ) ,  cortexolona ( 2 )  y 
1 sus  A -derivados (11 y 15) que no presentaron .L ac t iv idad  i n h i b i t e  
r ia  en e l  rango de concentraciones analizado. 2 e s  conocido en li- 
t e r a t u r a  por s u  ac t iv idad  antaq6nica competit iva de 10s glucocortL 
coides  143. 
- 31 o t r o  grupo, fornado por e l  r e s t o  de 10s es te ro fdes  anal izados;  
aquellos que produjeron, en mayor o menor medida, algfin e f e c t o  . 
i n h i b i t o r i c  sobre l a  incorporaci6n de ' ~ G r i d i n a  a ARN en t imoci tos .  
Es te  segundo grupo puede ser c l a s i f i c a d o  segfin d i s t i n t o s  
c r i t e r i o s ,  para s u  p o s t e r i o r  r e l a c i 6 n  con las c a r a c t e r i s t i c a s  es- 
t r u c t u r a l e s  propias  ( funcionales y conf ormacionales) ; 
- Una forma de ordenarlos  s e r j a  l a  c l s s i c a ,  como s e  i n d i c a r a  ante-  
r iormente,  en  base a l a  sens ib i l idad  e s t e r o i d a l .  La c l a s i f i c a c i b n  
r e s u l t a n t e  s e r f a :  
(ver  e s t r u c t u r a s  correspondientes en l a  f igura  1 ,  p j g .  4 6 s u s  ncm 
b r e s  en e l  tex to  que precede e s t e  ordenamiento). & s e  r e f i e r e  a 
l a  respues ta  de poblaciones s e n s i b l e s  f r e n t e  a1 e s t e r o i d e ,  E l a s e  
r e f i e r e  a que 6 y 14 r e s u l t a n  levemente m&s s e n s i b l e s  que  4 y 12, 
- Otro 7os ib le  ordenamiento seria e l  de ac t iv idad  a la  mayor con- 
cen t rac i6nana l i zada .  Entonces l a  c l a s i f i c a c i b n  s e r f a :  
Es te  ordenamiento presenta  un incanveniente  muy importaa 
t e  en cuanto a su  co r re lac i6n  con c a r a c t e r i s t i c a s  e s t r u c t u r a l e s  ya 
que a  esa concentraci6n c o e x i s t i r i a n  dos mecanismos d i s t i n t o s ,  10s 
cuales  no necesariamente deberfan t e n e r  10s misaos requerirnientos 
e s t ruc tu ra les .  
- Finalmente e x i s t e  una t e r c e r a  pos ib i l idad  que pretende obtener  
una v i s ibn  d e l  mdximo e fec to  que puede producirse  a trav6s d e l  
mecanisno sa tu rab le .  Para e l l o  s e  ana l i z6  e l  e f e c t o  f n h i b i t o r i o  de 
10s e s t e r o i d e s  a una concentracibn de loo5 M, a p a r t i r  de la cual 
r ec ien  s e  observb l a  accibn posiblemente no medinda por e s t e  mecs 
nismo s a t u r a b l e ,  o  s e a  no mediado For la  unibn a un recep to r  (ver 
IV.3. ,  pBg, 293). La c l a s i f i c a c i b n  serf a entonces: 
Zn el ca~itulo V se analizan estas clasificaclones y la 
presencia, en algunos casos de un mecanismo alternativo a concen- 
traciones relativamente altas, a la luz de la informacihn estruc- 
tural obtenlda por espectrometria de resonancia magnetics nuclear 
-. 
de "c, detallada en el capitulo 111, y de la funcionslidad de 10s 
esteroides. 
I V . 2 .  L i s i s  ce lu la r .  
,GENERAL1 DADES : 
61 efec to  Gltimo de un glucocort icoide sobre  l a s  c g l u l a s  
de  t i m o  es  l a  ruptura  de las m i s m a s  a t ravhs  d e  una secuencia  de  
e ~ e n t o s  poco conocida. 
Los primeros es tudios  acerca d e  10s e f e c t o s  catab6l ico-  
l i t i c o  142-148 l l e v a d o s  a cabo por 10s grupos de Munck y Hackman, 
favorecian la  ( t e o r i s  que consideraba a l a  i nh ib ic ibn  de l a  entrada 
a l a  c g l u l a  de n u t r i e n t e s  y precursores simples como mediador uni-  
v e r s a l  e n t r e  e l  glucocorticol!e y todas l a s  o t r a s  acciones i n h i b i -  
'L 
t o r i a s  y l i t i c a s  observadas. 
Pese a que Gelehrter  y colaborzdores '49 pudieron diso- 
c i a r  d i s t i n t o s  e f e c t o s  g lucocor t ico ides  e n  hepatona de  rata, e l  
mecanismo senera lnente  aceptado 1447150*151 presenta  10s s iguien-  
t e s  pasos: 
- Uni6n a un receptor  c i t o s b l i c o  espec i f i co  y t r a s locac i6n  a1 nb- 
cleo.  
- Inducci6n d e  l a  s f n t e s i s  de una prote ina  e s p e c i f i c a  ("prokeina 
ases inau  1, 
- Inhib ic ihn  por e sa  pro te ina  de  l a  s i n t e s i s  de AHN y de prote inas ,  
- Lisis c e l u l a r .  
E s t e  mecanismo s e r g  d i s c u t i d o  en mayor d e t a l l e  en m.3. (pgg. 293). 
Para v e r i f i c ? . ~  si realmente  se cumple esta secuenc ia  de 
eventos  en 10s e s t e r o i d e s  ana l izados  en cuanto a s u  e f e c t o  i n h i b i  
t o r i o ,  se dec id id  e s t u d i a r  e l  e f e c t o  l i t i c o  de 10s mismos. 
Pa ra  e l l o  s e  e l i g i 6  i n i c i a l ~ e n t e  la  mayor concent rac ibn  
u t i l i z a d a  a n t e r i o r a e n t e  (loo4 MI, in ten thndose  ver asi sf se prod?? 
c i a n  d i f e r e n c i a s  e n t r e  a q u e l l o s  e s t e r o i d e s  que presen taban  curvas  
dosis- respuesbs  d e l  t i p o  de  s a t u r a c i j n  ( p o r  e,jemplo c o r t i c o s t e r o n a  
(6)) y aquellos que s e  apa r t aban  de dicho  compor tmien to  a a l tas  
1 
concent rac iones  (especia lmente  -1 l f - h i d r o x i - ~ r o g e s t e r o n a  (3) 1. 
~ambie$n s e  a n a l i z b  e l  e f e c t o  de algnnos e s t e r o i d e s  a menores con- 
c  en t rac iones .  
RZSULTADOS Y D I S C U S I O N :  
Originalmente se a n a l i z d  l a  lisis a 1  cab0 de 8 hs, e x t e a  
di6ndose e l  per iodo luego a 16 h s  con e l  f i n  de inerementar  e l  e f e c  
' to observado. Se obtuvo as1 una mejor d i f e r e n c i a c i b n  en  e l  grado de 
a c c i 6 n  de 10s d i s t i n t o s  e s t e r o i d e s ,  Los r e s u l t a d o s  se resumen en l a  
t a b l a  IV-2. Cabe d e s t a c a r  que s e  cons idera  aqu i  como lisis a1 v a l o r  
ca l cu l ado  como 100-%V s i endo  %v e l  porcen ta j e  de  c 6 l u l a s - v i v a s  reg 
pec to  d e l  c o n t r o l ,  incubado e s t e  en ausenc ia  d e  e s t e r o i d e .  Por l o  
t a n t o ,  e s t r i c t amen te  10s porcen ta j e s  que se presen tan  y a n a l i z a n  
n o  corresponden a l a  lisis c e l u l a r  s i n o  a  l a  muerte c e l u l a r  ( e s t & n  
o  no l i s a d a s )  . 
Como puede v e r s e  en l a  t a b l a  I V - 2 ,  10s g l u c o c o r t i c o i d e s  
1 n a t u r a l e s  ( c o r t i c o s t e r o n a  (6) y c o r t i s o l  (811, as i  como sue A - d e  
?&Q& XZ: Acci6n l f t i c a  (disminucibn de la viabilidad celular) de 
preen-4-en-3,20-dionas (2-8) y pregna-1 ,4-dien- j ,20- 
a ,b  dionas (10-fi) , . 
a) Ver estructuras correspondientes en figura 1 ,  p&g. 4. 
b) 100 - % celulas vivas respecto de controles. Entre parentesis 
se indica el nfmero de casos. 
r ivados  (14 y fi respectivamente) produjeron una muy i m ~ o r t a n t e  dig 
minucibn en e l  n4mero de cb lu las  v ivas  (aproximadamente d e l  70 7;)- 
A concentraciones un orden de magnitud i n f e r i o r  t m b i g n  
s e  observb un importante e fec to  l i t i c o  de 10s mismos. 
Zn e l  caso de 10s t r i h i d r o x i e s t e r o i d e s  (8 y  15) se prod& 
j o  un mayor e fec to  l i t i c o  a loo5 X sue a l a  eoncentraci6n mgxirna 
ensayada. Dichos r e s u l  tados provienen d e  una s o l a  experiencia  ( por 
t r i p l i c a d o )  que a r r o j 6  valores  par t icularmente elevados. Sn ese c. 
s o  s e  incuballon c e l u l a s  con J& M e l  cua l  t a m b i h  produjo un 
78 % de lisis ( i g u a l  que las incubaciones r e a l i z a d a s  con 10s t r i h i  
d rox ies te ro ides  a una concentracibn de log5 M). Por l o  t a n t o ,  dicho 
e f e c t o  mayor a loo5 probablemente no s e a  r e a l  s i n 0  product* de un 
experiment0 con resultados elevados, l o  c u d  es admisible dent ro  
de  l a  var iab i l idad  d e l  s is tema biollbgico (en  p a r t i c u l a r .  en s). 
En e l  caso de s e  r e a l i z a r o n  incubaciones donde este 
e s t e r o i d e  se hal laba  presente  a ona concentracidn de loob M, obseg 
vAndose lisis tambign a esa concentracibn. 
F is io logicanente  en la  rata, e l  glucocort icoide c i r c u l a q  
t e  (h), l i be rado  por las g l h d u l a s  adrenales ,  es e l  que produce l a  
regulacidn d e l  t a ~ a l o  d e l  timo. Cuando se produce l a  adrenalectomia 
d e l  animal, e l  timo crece  debido a l a  p r o l i f e r a c i h  c e l u l a r ,  espe- 
cialnente de t imoci tos  sens ib les  a1 es te ro ide .  Esa e s  ona de  las 
razones por las cua les  se t r a b a j 6  e n  e s t o s  e s tud ios  con tirnos de 
ratas adrenalec tomizadas (mayor tamafio d e l  6rgano y mayor nGmero 
de  t imoci tos  sens ib les ) .  La o t r a  raz6n es que mediante l a  e l imina  
c idn  de l a  glhndula productora de g lucocor t ico ides ,  se asegura que 
cualquier  e fec to  observado s e  debe a1 es terofde  ensayado y no a l a  
existencia ae hormona endbgena. 
- 
Continuando el nnhlisis de la accibn litica, la tabla 
I V - 2  indica que 10s esteroides 17d-hidroxiprogesterana ( 2 )  y su 
1 A mderivado (11) que no produjeron inhibici6n en la sintesis de 
AWN, tampoco causaron disminuci6n en el n6mero de c6lulas vivas. 
1 3n cambio 10s esteroides cortexolona ( 2 )  y su A -derivg 
do (u) que tampoco fueron efectivos en la inhibicih de la s h t e  
sis de ARN, wodujeron una apreciable lisis celular. Se planteb g 
si la primera discrepancia con el mecanismo secuencial propuesto 
ya que se observd lisis celular sin que se produje~a la inhibici6n 
previa de la sintesis de ARN, supuesta causante de la disminucibn 
4%-  
en el nfimero de c6lulas vivas. 
1 1 1  -desoxicorticosterona (4) y su A -derivado (12) que 
produjeron n una concentraci6n de !4 un efecto inbibitorio sl 
milar a1 de 6 a esa concentracihn, resultaron considerablemente rn9 
nos efectivos en cuanto a la lisis celular. 
I En ca~bio 21 -desoxicortisol (5)  y su A wderivado (=I, 
menos activos que 10s monohidroxiesteroides anteriores, especial- 
mente el segundo, como inhibidores de la sintesis de ARN, produja 
ron mayor lisis que &, zunque algo menor que el glucocorticoide 6, 
Nuevamente aqui se encontraron evidencias que apuntan en contra del 
mecanismo secuencial propuesto. 
Finalmente, el caso m6s interesante fue el de 1lp-hidrg 
1 
xiprogesterona (2 )  y su A -derivado (10). Estos esteroides sumameg 
te e f e c t i v o s  en cuanto a  l a  i nh ib ic ibn  de l a  s f n t e s i s  d e  ARN, no 
produjeron lisis c e l u l a r  en absoluto.  En algunns exper iencias  se 
observ6 inc lus ive  mayor nGmero de  c e l u l a s  en l as  incub2ciones re2 
l i z a d a s  en r resencia  de es t e ro ide  que en 10s cont ro les .  Esto s e  2 
pone totalmente a l o  esperado tenfendo en cuenta e l  mecanis30 se- 
cuenc ia l  indicado anteriormente.  
Justamente e s t o s  e s t e r o i d e s  presentaron un c o ~ p o r t a n i e g  
t o  p a r t i c u l a r  a a l t a s  concentraciones en cuanto a1 e f e c t o  i n h i b i t p  
r i o ,  dando lygar a curvas dosis-respuesta  de no saturacibn.  
Para v e r i f i c a r  si l a  disociac ibn  de e fec tos  ( i n h i b i t o r i o -  
l i t i c o )  era propio de e s t e  par  de e s t e r o i d e s  a l o  l a rgo  de todo e l  
rango de concentraci6n o s o l o  se producfa a altas concentraciones,  
en concordsncia con e l  a n o r ~ a l  e fec to  inhik-itorio, s e  dec id ib  ang 
l i z a r  l a  lisis c e l u l a r  en funcibn de la  concentraci6n de 2 y 10. 
Los resu l t ados  se presentan en la  t a b l a  IV-2, as5 como en l a  fig& 
r a  76 donde tnmbign s e  represent6  graficamente e l  e fec to  i n h i b i t 2  
r i o  con f i n e s  cornparativos. 
Result6 sorprendente que a una concentracibn de M, 
donde e l  e fec to  i n h i b i t o r i o  fue ninimo, se produjo una s ign i f fca -  
t i v a  disminucidn en e l  nfimero de c g l u l a s  v ivas ,  siendo mgs a c t i v o  
Z que su A' -derivado (a). 
Un awnento en l a  concentracidn ( low6,  loo5 M) produjo e l  
increment0 en ambos e fec tos  inhibitorio y l f t i c o ,  de acuerdo con 
l a  secuencia de eventos que  desencadenaria teoricamente l a  lisis 
c e l u l a r .  En cambia un p o s t e r i o r  auaento en l a  concentracibn de 10s 
e s t e r o i d e s ,  que en e l  caso d e l  e fec to  i n h i b i t o r i o  produjo un brus- ' 
co aumento, disminuyb la lisis, la  c u a l  desapareci6 totalmente a 
, F i ~ u r a  &: curvas dosis-respuesta ( inhibi .c i6n de la incorporaci6n 
3 de H-ur id ina  (-----I y lisis celular (-)I para (a) 11p- 
1 hidroxiprogesterona (2) y (B) 5 -1 1p-hidroxiprogesterona 
low4 H cono se indicd anteriormente.  
Nueva~ente se   re sen tar on dos comyortsmientos d i s t i n t o s  
pa ra  2 y 10 s e g h  l a  concentracibn e s t e r o i d a l ,  A concentraciones 
i n f e r i o r e s  a 3 10s e s t e r o i d e s  s iguieron  sparentemente un c o ~  
portamiento "cl&sico" dando lugar  a una curva dosis-respuesta  de l  
t i p o  de sa tu rac ibn  para l a  i nh ib ic ibn  de s f n t e s i s  de  ASH, siendo 
m5s a c t i v o  2 que 10. Concomitantemente con e s e  aumento del e f e c t o  
i n k i b i t o r i o  ss produjo  un aumento en l a  lisis c e l u l a r  a1 cab0 d e  
16 h s  de i n c u b a c i h  ( l a  i nh ib ic i6n  se observa a las 3 hs  de incu- 
bacibn, e s  d e c i r  que precede, a1 menos temporalrnente, a l a  lisis) . 
En cambio a mayores concentraciones,  donde 10s e s t e r o i d e s  
increnentaron brusca3ente su  e f e c t o  i n h i b i t o r i o ,  a p a r t h d o s e  d e l  
' C  
co~por tamien to  d e  sa tu rac ihn ,  se produjo 12 desaparicibn total de 
l a  accibn l i t i c a ,  
La nenor e f i c a c i a  de 10s e s t e r o i d e s  4 y 12 a la  rn&xima 
concentracidn ensajrada ( l r 4  M) en cuanto a la  lisis, a pasar  de 
producir  una inh ib ic ibn  d e  l a  s f n t e s i s  de AGN similar a l a  de 10s 
glucocor t ico ides  na tu ra les  6 y 8, podria r a d i c a r  en que 10s 21-mg 
nohidroxies tero ides  tambi6n s e  apartarian d e l  comportamiento satp 
r a b l e  a concentraciones super iores  a log5 N, en forrna similar a 2 
( ver  f i g u r a  74, p&g. 277). 
Antes de ahondar en e s t o s  hechos para i n t e n t a r  una e x p l i  
cacibn, e s  necesar io  conocer l o  mejor pos ib le  e l  mecanismo por e l  
c u a l  se producen 10s e fec tos  indicados,  Esto fue rea l i zado  e s p e c i a l  
mente en e l  caso de 10, l o  cua l  ser& d i scu t ido  en e l  s i g u i e n t e  pull 
t o  d e  este capftulo.  
Finslmente,  en cuanto a1 e f e c t o  l i t i c o  d e  10s e s t e r o i d e s  
a n a l i z a d o s ,  puede v e r s e  que no e x i s t i e r o n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i -  
1 v a s  e n t r e  e l  e f e c t o  de un e s t e r o i d e  y e l  de s u  A -derivado a l a  con 
c e n t r a c i b n  analizada. Es te  hecho produjo una nueva d i sc repanc ia  con 
e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o ,  en  e l  cua l  e x i s t i e r o n  d i f e r e n c i a s  s i g ~ i f i c s  
t i v a s  e n t r e  10s pares: m>E, , &>5 y ih,) S>&, donde 
SSyP SB r e f i e r ~  a1 e f e c t o  d e  & sob re  poblaciones  s e n s i b l e s  y re 
sisterites a1 e s t e r o i d e .  
En tsuanto a las  poblaciones  s e n s i b l e s  y r e s i s t e n t e i  freg 
t e  a 16, que produferon d i f e r e n c i a s  muy grandes  en l a  r e s p u e s t a  iq 
h i b i t o r i a  sobre  la  s f n t e s i s  de ARN, cre6 c i e r t a  d i s p e r s i b n  en sl 
e f e c t o  l i t i c o ,  aunque no en l a  proporci6n observada an te r io rmente ,  
pudi6ndose cons ide ra r  coy0 una r e s p u e s t a  Griica (sin embargo no pus 
d e  d e s c a r t a r s e  que en 10s t r e s  experimentos r e a l i z a d o s  se haya tra 
bajado por  a z a r  siempre con poblaciones  pa r t i cu l a rmen te  s e n s i b l e s ) .  
El orden segGn l a a c t i v i d a d  l f t i c a  d e  10s e s t e r o i d e s  an3 
l i z a d o s  a l a  concentracidn de log4 M y  e l  cual' s e rL  cornparado con 
l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  e s t r u c t u r a l e s .  ( func iona le s  y conformacionales)  
e n  e l  c a p i t u l o  V, s e r i a  e l  s i g u i e n t e :  
I V .  3. ?,lecanisao de  acc i6n  de 1 lp-hidroxi-pregna-1 ,lt-dien-3,20-diona 
(10). 
Cozo s e  describi .6 en 10s puntos a n t e r i o r e s  v a r i o s  e s t e r o L  
1 d e s ,  es?ecia.lmente A -1 lp-l?idroxiprogesterona (10) , presen ta ron  cog 
p o r t o e i e n t o s  d i s t i n t o s  d e l  r e s t o  de 10s compuestos ana l i zados  (en- 
t r e  e l l o s  low g l u c o c o r t i c o i d e s  n a t u r a l e s  c o r t i c o s t e r o a a  (6) y cor-  
t i s o l  ( 8 ) ) .  
En cuanto a l a  i n h i b i c i d n  de la incorporac ibn  de 3~-dr& 
d i n a  a ASH (ver IV,1., p&g. 272) presen ta ron  curvas  dos i s - respues  
t a  de no s a t u r a c i 6 n  a a l tas  concentraciones~,  A concentraciones  ill I 
f e r i o r e s  a M e l  e f e c t o  de e s t o s  e s t e r o i d e s  f u e  rnenor que e l  I 
d e  10s g l u c o c o r t i c o i d e s  naturales, mien t r a s  que por  encfma de 10 
-5 I 
M e l  e f e c t o  aument6 notablemente, no presentando e l  c lss ico  plateau. 
En canbio e l  r e s t o  de  10s e s t e r o i d e s  ana l i zados  presen ta ron  curvas  I 
d e  s a t u r a c i t ~ n ,  e s  d e c i r ,  que por encima de c i e r t a  concentraci6n e l  
e  f e c t o  i n h i b i t o r i o  no se modificb. 
10 g su 1,2-dihidroder ivado (2) no produjeron lisis c e l g  
-
l a r  pese a s u  poderoso e f e c t o  i n h f b i t o r i o ,  a d i f e r e n c i a  d e l  r e s t o  
de  10s e s t e r o i d e s  que si causaron unad i sminuc ibn  en  e l  nfimero de  
c g l u l a s  v i v a s ,  aparen tevente  co r r e l ac ionada  con e l  grado de i n h i -  
b i c i 6 n  de s i n t e s i s  de  ARN de las  rnismas (ver IV.2,, pgg. 284). En 
1 
e l  caso de 1 1 -desoxicor t icos te rona  (4) y s u  A -derivado el 2 
f e c t o  l i t i c o  f u e  a p r e c i a b l e  aunque no e l  esperado de acuerdo con 
s u  a c t i v i d a d  i n h i b i t o r i a ,  pero si teniendo en cuenta  que e s t o s  eg 
t e r o i d e s  s e  ccmportar, en forma similar a 2 en cunnto a l a  inhibi- 
ci6n.  
- 
Para rea l izar  un a n g l i s i s  de  r e l a c i 6 n  es t ructura-act ivf-  
dad r e s u l t a  fundamental conocer si e l  grupo de e s t e r o i d e s  e s t u d i a  
do actfia a t r a v 6 s  de un mismo rnecanismo. De s e r  asi ,  no e x i s t e n  
inconveni9ntes  en c o r r e l a c i o n a r l o s .  En cambio si d e n t r o  del grupo 
e x i s t e  alg6n e s t e r o i d e  que actGa por o t r o  mecanismo, es n e c e s a r i o  1 
s a c a r  a e s t e  de l a  s e r i e  que se z n a l i z a ,  ya que el o t r o  mecanisrno 1 
puede t e n e r  o'tros requer imien tos  e s t r u c t u r a l e s .  Es to  f i l t i ~ o  puede 
. I  
l l e v a r  a conc lus iones  e r rbneas  dado que se cons ideran  dos  mecanis 
mos d i s t i n t o s ,  con d i s t i n t o s  requer imien tos ,  como uno solo .  
21 comportamiento "anbmalo" de  2 y 10, y en menor medida 
4 y 12, podr ia  deberse  a que s u  acc ibn  se ~ r o d u c e  a t r a v e s  de un 
mecanismo d i s t i n t o  d e l  " c l 6 s i c 0 ~ ~ ,  e s  d e c i r ,  d e l  generalmente ace2 
t a d 0  para 10s g lucocor t i co ides ,  Por l o  t a n t o ,  a n t e s  d e  a n a l i x a r  en 
profundidad l a  r e l a c i 6 n  e n t r e  10s e f e c t o s  observados g l a  e s t r u c t ~  
r a  e s t e r o i d a l ,  s e  d e c i d i b  v e r i f i c a r  si 10 segufa  un comportamiento 
c l 5 s i c o  a1 i g u a l  que e l  r e s t o  de  10s compuestos ana l izados ,  
E l  mecanismo c l & s i c o  de acc idn  de  hormonas e s t e rogdes  iq 
cluye 10s s i q u i e n t e s  pasos 152: 
- Se encuent ra  generalrnente aceptado que e l  e s t e r o i d e  e n t r a  a - l a  
c g l u l a  blanco por  s imple  d i f u s i 6 n  y que en l a  c 6 l u l a  se une con 
=ran a f i n i d a d  a un r e c e p t o r  c i t o p l a s n j t i c o .  
- El  complejo horxona-receptor s e  activa y es t r a s l o c a d o  a1 nficleo. 
- En e l  nGcleo, e l  complejo act ivado s e  une a s i t i o s  s e l e c t i v o s  de 
l a  cromatina. 
- La in teracc i6n  d e l  complejo hormona-receptor con e l  genoma da lg 
gar  s l a  modulacidn de l a  s i n t e s i s  de un  ARN m e ~ s a j e r o  espec i f i -  
co que cod i f i ca  pro te inas  tarnbi.611 especi f icas .  
- La s i n t e s i s  de ~ r o t e i n a s  especialmente inducidas es l a  responss 
ble finnlmente de l a  respuesta  f i s i o l 6 g i c a  a l a  hormona ( f i g u r a  
77) 
Apoyan e s t e  mecanismo e l  hecho que  l a  respuesta es satg 
r a b l e ,  l o  c u a l  ind ica  una lirnitada capacid& del receptor ,  e l  he- 
Firura  22: Mecanismo " c l ~ s i c o "  de acci6n de hormonas e s t e r o i d e s  
( r e f e r e n c i a  152). 
cho  que i n h i b i d o r e s  de l a  i n t e r a c c i h n  d e l  complejo hormona-receptor 
con e l  genoma (pop ejemplo e l  f o s f a t o  de p i r i d o x a l  153) i n h i b e  tam - 
b i 6 n  l a  respuesta, y I n  desapar ic ibn  de e f e c t o s  en presencis d e - i g  
h i b i d o r e s  de  s i n t e s i s  de ARN y de g r o t e i n a s  154 
Tambi6n es  impor tan te  l a  e x i s t e n c i a  de  un tiempo d e  la- 
t e n c i a  a n t e s  de l a  expres i6n  de l a  r e spues t a ,  ass como l a  ~ e r d u r g  
b i l i d a d  d e l  e f e c t o  una vez desencadenado, afin e n  ausencia d e l  estg 
r o i d e  i n i c i a d o r .  
Estlasmecanismo fue ana l i zado  en  d e t a l l e  y confirmado e n  
e l  caso d e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  de c o r t i s o l  (3 )  sobre l a  &ntrada 7 
154 u t i l i z a c i b n  d e  u r i d i n a  ?or l i n f o c i t o s  tumorales  (P1798) , . 
- . + !  
Stevens  demostrb en dicho t r a b a j o  154 quc e l  lavado de & I 
d e l  medio de incubacibn luego  de 30' de i n t e r a c c i 6 n  con las c e l u l a s  
tumora les  no impedia e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  d e l  e s t e r o i d e ,  S i  dentro 
d e  esos  ~ r i c e r o s  30' s e  agregaba act inomicina D (=) ( inh ib idof  de 
l a  s f n t e s i s  de -mN) 6 e n t r e  10s 30 y 60' s e  s u n i n i s t r a b a  c ic lohex& 1 
mida (= ) ( inh ib ido r  de l a  s i n t e s i s  p r o t e i c a )  , e l  e f e c t o  d e  8 rse 
bloqueaba, En cambio e l  agregado de  h id rox iu rea  ( i n h i b i d o r  de  l a  
s i n t e s i s  de  ADN) no modificb l a  i n h i b i c i b n  causada .por e l  e s t e r a i d e .  
Es tos  experirnentos demuestran que en  d icho  sistema, 
w 
i n h i b e  l a  s i n t e s i s  de  ARN a t r a v g s  de un mecanism que r e q u i e r e  l a  
s i n t e s i s  de ARN y poster iormente  Ia s i n t e s i s  de  p r o t e i n a s  para s u  . ' 
expres ibn ,  per0 no l a  s i n t e s i s  de ADN, reaf i rmando e l  mecanismo cl& 
s i c o  propuesto. 
Runck y coktboradores  144 damostraron que l a  i o h i b i c i 6 n  
d e  l a  acuniulacibn de glucosa-6-fosfato en t i m o c i t o s  de  rata causa  
da  por 8, s e  producfa a t r a v g s  de  us paso i r r e v e r s i b l e  ( e l  l avado  
CHOH 
I 
o desplazamiento con cortexolona (2) de 8 luego de unos minutos de 
interaccibn no eliaind el efecto inhibitorio), un paso que requerfa 
la sintesis de iU?N (sensible a la actinomicina D (=I,  este paso 
podrfa ser o no el paso irreversible anteriormente nencionado), y 
un paso sensible a la temperatura de incubactbn (que no coincidia 
con el paso irreversible sin0 que ocurrirfa posteriormente en la 
serie de eventos que culminan con la respuesta celular). Por lo tag 
to a tambih ejerce su acci6n glucocorticoide en timocitos de rata 
a traves de un mecanismo cl6sico. 
La no saturabilidad del efecto de 10 sugiere la posibill 
dad de un mecanismo no mediado por receptores (una de la8 . parti- 
cularidades del mecanismo cl&sico es la ba ja capacidad). 
Las caracteristicas que debe tener la acci6n de un este- 
roide para considerar que ejerce su efecto a trav&s.de un mecanis- 
mo no gen6mico fueron detalladas por Homo y colaboradores 152. 
- Efecto  ins tantAneo o d e  l a t e n c i a  muy c o r t a .  
- gecuperacibn muy rgp ida  lueao  d e  l a  e l iminac ibn  d e l  es te ro ide .  
Z s t o s  t r e s  puntos s e  ensayaron en 10 ( y M) y 
6 (10-4 y low6 M), u t i l i z a n d i  e s t e  Gltimo esteroj.de cono c o n t r o l ,  
ya que s u  acbi6n s e  e j e r c e  a t r a v e s  del mecanismo c l a s i c o .  
- I n s e n s i b i l i d a d  f r e n t e  a i n h i b i d o r e s  de  s i n t e s i s  d e  ARX y ~rotein2s. 
IV.3.1. Accihn inmediata:  
Pa ra  v e r i f i c a r  si llp-hidrcxi-pregna-1,4-dion-3,20-diona 
(10) r e q u e r f s  de c i e r t a  l a t e n c i a  para mani fe s t a r  s u  e f e c t o ,  s e  re- 
d u j o  e l  tiemyo d e  incubac ibn  drgst icamente .  L a s  condiciones  norma- 
l e s  de trabazo c o n s i s t i e r o n  en 3 h s  de  incubac ihn ,  30' a n t e s  d e l  
f i n a l  de las  c u a l e s  se agregd 3 ~ - u r i d i n a ,  analizfindose luego su el! 
t r a d a  a l a  c g l u l a  y s u  u t i l i z a c i e n .  P a r a  e l  a n s l i s i s  de l a  acc i6n  
r & p i d a  s e  r edu jo  e l  tiempo t o t a l  d e  incubac ihn  a 45' y e l  d e l  pul- 
s o  d e  'B-uridina a 15' .  Los r e s u l t a d o s  ob tcn idos  con Q H) y 
6 M) se resumen en l a  f i g u r a  75. 
L a  f r a c c i b n  s o l u b l e  en hc ido  p e r c l 6 r i c o  5 % da i d e a  d e l  
e f e c t o  e s t e r o i d a l  sob re  l a  e n t r a d a  de 'H-uridina a l a  c & l u l a ,  m i e ~  
tras que l a  f r a c c i b n  i n s o l u b l e  i n d i c a  e l  e f e c t o  sob re  l a  i n c o r p o r s  
c i 6 n  de 3 ~ - u r i d i n a  a ARN. 
1 ' C  Fiaura  28: Efec to  de  A-1l/+hidroxlprogesterona (19) y c o r t i c o s t e  
rona  (6) sobre  l a  en t r ada  (a) e  incorporac ibn  ( b )  de  'H- 
ur id ina  segbn e l  tiernpo de incubaci6n.  (s: c o n t r o l ) .  
Como puede v e r s e ,  l a  d i s m i n u c i h  d e l  tiempo de  incuSaci6n 
ho rnodific6 e l  f u e r t e  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  de  10 H) rnientras  
que l a  i n h i b i c i b n  en l a  en t r ada  e incorporac i6n  de ' ~ - u r i d i n a  deb& 
d a  a 6 ( log4 M) se v i o  notablemente disminuida (10s  e f e c t o s  de  5 
s o b r e  las f r acc iones  s o l u b l e  e  i n s o l u b l e  en Gcido p e r c l d r i c o  5 % 
luego de 45' de incubaci6n no son s i g n i f i c a t i v o s  r e s p e c t o  de  10s 
c o n t r o l e s ,  seg6n e l  t e s t  de Student  141) 
1 Por l o  t a n t o  l a  acc idn  de 6. -1lP-hidroxiprogesterona (lo) 
s e r i a  inmediata ,  o  a1 menos mucho m&s r5p ida  que e l  e f e c t o  de  10s 
g l u c o c o r t i c o i d e s  c l i s i c o s ,  renresen tados  por  c o r t i c o s t e r o n a  (61, 
c u m ~ l i e n d o  asi  con e l  primer r e q u i s i t o  ' ~ a r a  un mecanismo no genhmico. 
IV.3,2. No y r d u r a b i l i d a d  d e l  e f e c t o  en ausencia  d e l  e s t e r o i d e :  
Como s e  i n d i c a r a  en l a  in t roducci i jn ,  un e s t e r o i d e  que ac 
tGa a trav6s d e l  mecanismo c l a s i c o  s o l o  r e q u i e r e  i n t e r a c t u a r  con 
l a  c Q l u l a  hlanco duran te  un per iod0 i n i c i a l ,  g a t i l l a n d o  una secueg 
c i a  de eventos  que continfia i n c l u s o  si se e l imina  e l  e s t e r o i d e .  En 
cznbio un mecanismo no genbmico, por ejemplo a n i v e l  de membrana 
p l a sms t i ca ,  r e q u i e r e  d e  l a  presenc ia  permanente d e l  e s t e r o i d e .  
Los primeros ensayos con 10 y fj  s e  r e a l i z a r o n  incubando 
las c k l u l a s  en presenc i a  o  no d e  e s t e r o i d e  duran te  40' ( T I ) ,  Ese 
tiempo es s u f i c i e n t e  pa ra  l a  i n t e r a c c i d n  hormona-receptor 1q5. Lug 
go  s e  el iminaron 10s e s t e r o i d e s  For lavado con medio de  c u l t i v o  y 
s e  re incubaron las c e l u l a s  en medio l i b r e  d& e s t e r o i d e s ,  completaz 
do  las 3 h s  de incubaci6n (140' = T .  krs r e s u l t a d o s  s e  resumen 
e n  l a  t a b l a  IV-3 ( i t e m s  1 , 3, 6-1 1 1. 
En d ichas  condiciones ,  e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  de  Q loo4 
# desaparec i6  to ta lmente  ( i t em 3) t a n t o  en l a  f r a c c i b n  s o l u b l e  co 
mo en e l  p r ec ip i t ado  en Qcido  p e r c l b r i c o  5 76 ( d i f e r e n c i a s  no s i g -  
n i f i c a t i v a s  con 10s c o n t r o l e s  seg6n e l  t e s t  de  S tudent  141) 
En cambio 4 loo4 y loo6 M e j e r c i b  una acc ibn  i r r e v e r s i b l e  
sob re  e l  t imoc i to  du ran te  40' de i n t e r a c c i 6 n  que se t r a d u j o  a1 ca- 
b~ de 13s t r e s  ho ra s  d e  incubacibn en  l a  i n h i b i c i 6 n  de l a  en t r ada  
y  u t i l i z a c i 6 n  de  3 ~ - u r i d i n a  ( i t e m s  9 y 1 1 1 ,  d e l  rnismo orden que 
cuando e l  e s t e r o i d e  s e  h a l l a b a  siempre presente (180' .  Items 8 y 
10) .  
A d i f e r e n c i a  de l o  que sucedi6  a La concent rac ibn  
cua.ndo se r e a l i z 6  e s t a  e x ~ e r i e n c i a  u t i l i z a n d o  10 a l a  concent r sc ibn  
Tabla 111-3: Efecto de la eliminacihn del esteroide del medio de cul 
1 tivo en la accibn de d -1 1P-hidroxinroqesterona (10) y 
corticosterona (6)  a distintas concentraciones sobre la 





a) Fraccibn soluble en Qcido perclorico 5 %, como porcentaje de 
estimulaci6n (+) o inhibicidn (-1 respecto del control. 
b) Fracci6n insoluble en Qcido perclorico 5 %, como porcentaje de 
estimulacibn ( + )  o inhibici6n (-1 respecto del control. 
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1 o-? H, e l  pequefio e fec to  d e l  e s t e ro ide  se nantuvo a pesar  del 1s 
vado ( i tems 5 y 7). 
Por  l o  t a n t o  19 a l a  concentracidn lCIo5 M produc i r i a  su 
accibn a trav&s de  un mecanismo c l s s i c o  (a1 menos en cuanto a l a  
e x i s t e n c i a  de un paso i n i c i a l  i r r e v e r s i b l e ) .  En cambio a l a  conceg 
t raciBn 10 -4 M no produjo una acci6n i r r e v e r s i b l e  sobre  e l  tirnoci- 
t o ,  recupersndose Bste rapidamente cuando s e  elirnin6 e l  e s t e ro ide .  
De e s t e  rnodo se  demostr6 qtre loo4 31 cumple con e l  se- 
gundo requisilfo para considerar  que s u  e f e c t o  s e  produce por un m= 
Pzra v e r i f i c a r  que l a  desaparicihn del e f e c t o  de  10 nc 
se  dehfa a que requer ia  m & s  tiempo de in te racc ibn ,  s e  dec id ib  
dejar 10s t imoci tos  en contacto Icon e l  e s t e r o i d e  durante  2 
h s ,  antes  de su lavado ( T I ) .  Luego se  reincub6 1 hora e n  ausencia  
d e  - 10 (T ) coapletando asi l a s  t r e s  horas de incubacibn t o t a l .  Es 2 
t e  e x ~ e r i m e n t o  fue cronalbgicamente'anterior a 10s ensayos ace rca  
d e l  e fec to  inmediato de ( v e r  IV.3.1., phg, 2981, e l  cua l  demos 
t r b  que, de producirse  un e fec to  i r r e v e r s i b l e ,  e s t e  debia kaber a2 
cedido dent ro  de 10s 40' i n i c i a l e s  debido a que se observ6 inh ib i -  
ci6n luego de 45' de incubacibn (30' + 15' de pulso de 3 ~ - s r i d i n a ) .  
E l  3avado d e l  e s t e r o i d e  luego de  m&s tiempo d e - i n t e r a c c i b n  con e l  
t imoci to a r r o j 6  r e s u l t a d o s ~ u y  in te resan tes .  
Cuando se e l i d i n d  e l  e s t e r o i d e  ( log4 M) luego de 2 hs 
de contacto con las cg lu las  y s e  reincubaron e s t a s  en medio l i b r e  
d e  es te ro ide ,  se observb la  est imulaci6n de l a  ent rada  y u t i l i z a -  
c i6n de 3 ~ - u r i d i n a  (Tabla , IV-3, item 4 ) . 
z s t e  i n t e r e s a n t e  resul tado  planteb v a r i o s  in te r rogan tes :  
- Si I n  e s t i z u l a c i 6 n  se debia a1 mayor t i e m ~ o  d e  i n t e racc i6n  e s t g  
roide-timocito (de 40' a 120' ) o a l a  disminuci6n d e l  tiempo de 
r e c u p e r a c i h  (de 140' a 60' ) luego d e l  lavado. 
- S i  e l  aumento en l a  rnarcaci6n de l a  f racc i6n  inso lub le  en Bcido 
pe rc lb r i co  se t r a t a b a  de ARN 6 r e s u l t a b a  de l a  incorporacibn d e  
' ~ - u r i d i n a ,  corno t a l  o modificada, a o t r a  sus tanc ia  insoluble .  
Para r e s ~ o n d e r  a1 primer punto se r e a l i z a r o n  dos t i p o s  
de  experimentos. 9n e l  pr inero  se permiti6 i n t o r a c t u a r  l a  hormona 
1 + 
con e l  t i a o c i t o  por 40' ( T I ) ,  s e  lavb y s e  reincubb s o l o  60' m i l s  
-, 
(TZ). En e l  segundo, l a  primera incubacibn fue  de 120' ( T I ) ,  mien 
tras q w  l a  reincubacidn se extendid a 140' (TZ) ( t a b l a  IV-3, i tems 
2 y 5 respectivamente). 
Como puede verse ,  e l  e f e c t o  e s t imula to r io  de l a  ent rada  
y u t i l i z a e i b n  de 3 ~ - u r i d i n a  se produjo cuando se a n a l i z 6  e l  es tado 
c e l u l a r  luego de un pequefio periodo de reincubaci6n. En cambio cuag 
do s e  dejaron 10s t imoci tos  durante  un periodo mhs prolongado antes 
d e  v e r i f i c a r  l a  incorporacibn de 3~-uridina, dicho e f e c t o  desaparg 
c i 6  (aparentezente  en forma algo m A s  l e n t a  cuando l a  injteraccibn 
Por l o  t a n t o  cuando se elimin6 10 d e l  rnedio de c u l t i v o  
s e  produjo una a l t e r a c i d n  c e l u l a r  t r a n s i t o r i a  que r e s u l t 6  en l a  eg 
t imulacidn d e  l a  ent rada  de 3 ~ - u r i d i n a  en e l  t imoci to  y su incorpg 
rac ibn  a l a  fracci6n inso lub le  en Qcido pe rc lb r i co  5 %. Dicho efes 
t o  t r a n s i t o r i o  no s e  v e r i a  a f e e t a d o  magormente p o r  e l  tiernpo de  in 
t e r 3 c c i 6 n  e n t r e  10 g e l  t imoc i to .  
Dado que existen an t eceden t e s  de l a  i n co rpo rac ibn  d e  ra 
d i o a c t i v i d a d  p roceden te  de  3 ~ - u r i d i n a  en  f  o s f o l i p i d o s  i n s c l u -  
b l e s  en & i d 0  p e r c l 6 r i c o  5 %, c a b i a  l a  p o s i b i l i d a d  de que e l  aumeg 
t o  de r a d i o a c t i v i d s d  se t r a t a r a  de  un i n c r e v e n t o  en l a  s f n t e s i s  d e  
f o s f o l i p i d o s ,  por  ejemglo 10s de l a  membrana c e l u l a r  debido a l a  I 
d e s e s t a b i l i z * i b n  de  l a  mima cuando s e  e l i n i n b  e l  e s t e r o i d e . F a r a  
I 
v e r i f i c a r  si e l  increment0  de r a d i o a c t i v i d a d  en  l a  po rc ibn  i n s o l &  
b l e  se t r a t a b a  ds ARN en  10s sistemas de  T2 = 60' ( t iemPo de  r e c p  
p e r a c i b n ) ,  d icho  p r e c i p i t a d o  fue sometido a l a  d i q e s t i 6 n  con ARNasa. 
En e s t e  c a so  s e  produjo  l a  s o l u b i l i z a c i b n  iota1 de l a  r a d i o n c t i v i -  
dad ,  con l o  c u a l  puede c o n c l u i r s e  que r e a lmen te  s e  produjo  un amen 
t o  en l a  i n co rpo rac i6n  de  3 ~ - u r i d i n a  a ARN. 
Finalmente  se d e c i d i b  v e r i f i c a r  sf l a  e l i r r i nac ibn  d e  
10 por l avado  no a f e c t a b a  l a  r e s p u e s t a  c e l u l a r  f r e n t e  a un nuevo 
-
agregado de  e s t e r o i d e .  Para e l l o  se incubaron  t i m o c i t o s  e n  p r e s e s  
c i a  o  no d e  1Q ( l oe4  R) du ron t e  4 O V ,  s e  e l i m i n 6  e l  e s t e r o i d e  po r  
l avado  y se re incubkron  las c e l u l a s  en  medio l i b r e  d e  e s t e r o i d e  dg 
r a n t e  120' ( p a r a  que desaparezca  e l  e f e c t o  de  e s t i n u l a c i h n  t r a n s i -  
t o r i a ) ,  se agregb JQ 6  6 ( 1 o , cont inudndose  la incubac ibn  du- 
r a n t e  90' rn&. Los r e s u l t a d o s  se resumen en l a  tabla IV-4. 
Como puede v e r s e ,  l a  r e s p u e s t a  d e  l a s  c e l u l a s  a l a  a c c i b n  
de a ( loo4 M) 6 d e  un g l u c o c o r t i c o i d e  n a t u r a l  (5) l u ego  de haber 
i n t e r a c t u a d o  previamente con e l  pr imer0 ( 1 0-4 M) , f u e  l a  nisma que 
Tabla IV-4: Efecto de la incubacibn de tirnocitos con A' - 1  1 6 - h i d r o x ~  
orogesterona (10) y remoci6n del mismo, sobre la r e s -  
I 
puesta de las c6 lu las  a1  nuevo agregado d e l  e s t e r o i d e ,  
o a1 agregado de cor t icos terona  (4 ) .  
I I1 
C l - - ~ - ~ ~ - u r i d i n a  ? L t O :  120' I  90' $ 
*r 
Lavado f Procesado 
(a) fraccibn soluble  en Bcido pe rc lb r i co  5 %, como % de inh ib ic i6n  
resyec to  d e l  cont ro l .  
(b) f racc ibn  inso lub le  en & i d 0  perc ld r i co  5 %. como % de i n h i b i -  
c ibn respecto  d e l  control .  
( c )  nfimero de casos. 
( d l  primer perlodo de incubacibn l i b r e  de  es te ro ide .  
l a  que se produjo en c6 lu las  no t r a t adas .  Por l o  t a n t o  l a  efiming 
c idn  de 10 d e l  medio de c u l t i v o  no a fec td  l a  respues ta  de l a s  c 6 l g  
las presentes  a nuevos agregados de dicho e s t e r o i d e  o  d e  otros .  
I V . 3 . 3 .  Acci6n cie l a  actinomicina D: 
21 Gltirno requisite para considerar  que una  acci6n horn2 
nal s e  ~ r o d u c e  a traves de un rnecanismo no genbmico es que no s e  
a f e c t e  por inh ib idores  de s f n t e s i s  de ARN 6 prote inas .  Para ello 
s e  e l i . ~ i 6  l a  actinomicina D (157) (ve r  e s t r u c t u r a  correspondiente 
e n  l a  oBg. 297) coro inh ib idor  de s i n t e s i s  de ARE. 
El primer paso fue l a  elecc ibn  de l a  d o s i s  d e  actinorn9cL 
na D. Fara exlo se r ea l i za ron  incubaciones en presencia  de d i s t i n -  
t a s  cant idades de actinomicina D, a n a l i z h d o s e  l a  incorporaclbn de 
3~-ur id ina  luego de 180' o de 45' de acci6n d e l  m t i b i b t i c o  ~(30' y 
1 5 '  de pulso de 3 ~ - w i d i n a  r e ~ ~ e c t i v a r n e n t e ) .  Los resultados pueden 
verse  en l a  t a b l a  IV-5,  
: - :+! 
Tabla IV-5: Efecto de l a  actinornicina D sobre l a  captsc i6n  (S) e .;,;-.;, 4 
' 5 .  
- ..- 1 
incorporacibn (P) de 'H-uridina a ARN en timocitos. 
( a )  Tiempo de incubaci6n. 
(b  ) p g / m l .  
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Zomo puede observarse ,  l a  act inomicina D a c t u 6  en forma 
c a s i  exc lus iva  sobre  l a  f r acc ibn  i n s o l u b l e  (PI en Bcido p e r c l 6 r i c o  
5 %, l o  c u a l  e r a  de  e s p e r a r  ya que e l  a n t i b i b t i c o  a f e c t a  s o l o  l a  
s i n t e s i s  de ME? y no e l  t r a n s p o r t e  de  nuc l e6 t idos  a t r a v e s  de l a  
membrana plasm&tica.  
Por  esta razbn,  para  e l  a n 5 l i s i s  de l a  i n h i b i c i 6 n  prodp 
1 
cida por A -1lp-hidroxiprogesterona ( 1 ~ )  sobre  l a  en t r ada  de  3 ~ - u r i  - 
d i n a  a l a  c g l u l a  ( f r a c c i b n  s o l u b l e )  podr ia  u t i l i z a r s e  cua lqu ie ra  de  
las d o s i s  i nd i cadas ,  preferentemente  las  que producen mayor FnhibS 
c i 6 n  en l a  s i n t e s i s  d e  ARN para  a s e g u r a r , e l  bloqueo de este p o s i b l e  
paso  de l a  acc i6n  hormonal, 
En camblo cuando s e  desea a n a l i z a r  l a  incorporac i6n  d e  
3 ~ - u r i d i n a  a  ARN no es pos ib l e  u t i l i z a r  l a  'dosis  rn6xima de a n t i b i h  
t i c o  ya que e s t a  h a r i a  dec rece r  a t a l  punto l a  s f n t e s i s  d e  BRN que 
no s e r f a  pos ib l e  observar  la  p o s t e r i o r  i n h i b i c i h n  s o b r e  d icha  s in-  
t e s i s  debida a1 e s t e r o i d e .  Por  l o  t a n t o  se debid l l e g a r  a una eles 
c i b n  de cornpromiso en cuanto a l a  can t idad  de  act inomicina D u t i l A  
zada ,  es d e c i r ,  su f i c i en t emen te  grande corno para  produc i r  un efi-  
c i e n t e  bloqueo d e  dicho  paso de l a  acc ibn  hormonal, per0 no t a n t o  
como pa ra  impedir  l a  observacihn de una p o s i b l e  i n h i b i c i b n  debida 
a l a  hormona, 
Se e l i g i 6  una concentraci6n de O,3 pg/ml de  act inomicina 
D ,  l a  c u a l  produjo nna i n h i b i c i d n  d e l  70 % en l a  s f n t e s i s  de ARN. 
De e s t e  mod0 e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  d e l  a n t i b i 6 t i c o  es s u f i c i e n t e  
para d e n o t s r  si e l  mecnnismo de acc i6n  d e l  e s t e r o i d e  ana l i zado  re 
q u i e r e  l a  s i n t e s i s  de Am (Stevens 154 observd una no tab l e  reduc- 
c i b n  d e l  e f e c t o . i n h i 5 i t o r i o  de  c o r t i s o l  (&) con concent rac iones  de 
ackinomicina que productan s o l o  un 36 k de inh ib i c i i j n  de l a  sin 
t e s i s  de  A-BT), dejando un c i e r t o  porcen tq je  d e  sfntesis sob re  l a  
c u a l  a n a l i z a r  e l  e f e c t o  d e l  e s t e r o i d e .  
E l  experiment0 c o n s i s t i 6  en l a  incubacibn de l o s  t imoc i  
t o s  duran te  30' en presenc ia  y ausenc ia  d e  ac t inomic ina  D (tiernPo 
s u f i c i e n t e ,  como se desprende de l a  t a b l a  IV-5, para que e l  a n t i -  
b i 6 t i c o  e j e r z a  su  a c c i b n ) ,  A 1  cab0 de e s e  tiempo s e  agreg6 & a1 
50 76 de las  c6lulas de  cada grupo (con y s i n  ac t inomic ina  D) contk  
nuendose l a  lneubacibn duran te  45' m8s ( p u l s o  de  'H-uridina 10s 61 
t imos 1 5' 1. Los r e s u l t a d o s  se resumen en l a  tabla  IV-6.  
C o ~ o  puede ve r se ,  e l  e f e c t o  d e  10 ( loa4 M) en  l a  e n t r e d a  
a l a  c 6 l u l a  e incorporac idn  a BRN de u r i d i n a  no s e  a f e c t 6  en presen  
c i a  de  un i n h i b i d o r  de  la  s i n t e s i s  de ARM.'Por l o  t a n t o  e l  e s t e r o &  
d e  cumple con e l  t e r c e r  r e q u i s i t o  pa ra  cons ide ra r  que s u  a c c i b n  se 
produce a t r a v g s  de  un mecanismo no genbmico. 
Para confi rmar  que l a  cant idad  de a n t i b i b t i c 0  e s  s u f i c i e n  
t e  para p roduc i r  l a  anulac i6n  d e l  e f e c t o ,  de  produc i r se  este a trg 
v6s de l a  s f n t e s i s  de ARN como 10s c o r t i c o i d e s  c l 5 s i c o s ,  s e  ensay6 
#- 
l a  i n h i b i c i h  de  l a  ac t inomic ina  D s o b r e  e l  e f e c t o  de  6 ( 1 0 ~ ~  M). 
Para  e l l o  s e  debi6 modi f ica r  levemente las condic iones  de  
trabajo ya que,  como s e  d i s c u t i e r a  an te r io rmente ,  45' de  incubac i6n  
no son s u f i c i e n t e s  pa ra  l a  expres idn  d e l  efect=o de 6, Por  l o  t a n t o  
s e  ex tendi6  l a  segunda p a r t e  de l a  incubaci6n a 90' ( p u l s o  de 3 ~ -  
u r i d i n a  10s i i l t imos 1 5' ) ( tabla IV-6) . 
En l a s  condiciones  precedentes ,  l a  ac t inomic ina  D produjo 
l a  desapa r i c ibn  d e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  d e  5, como e r a  de  e s p e r a r s e  
si  l a  i n h i b i c i 6 n  producida por e l  a n t i b i b t i c o  era s u f i c i e n t e  pa ra  
bloquear e l  mecanismo g e n h i c o .  
1 Tabla IV-5 :  Efecto d e  l a  actinomicina D en l a  accibn de  4*-11P-h& 
- 
droxiprogesterona (10) y cor t icos terona  (6) en l a  en- 
t r s d s  a l a  c e l u l a  (S)  e incorporaci6n a ARN ( P )  de 3 ~ -  
ur id ina  en t imoci tos .  
,(a) p(b) 
~ ~ m / l 0 7  c e l .  % I(") ~pm/107 c e l .  % I ( C )  
C 1,.9.259 ? 405 - 8.231 f 360 - 
10 - 7.7662 476 6023; 4.729* 571 43 '11 
kct.D 17.542+ 452 .- 2.328 t 334 - 
A c t . D  
+ 10 6.1572 288 6 5 5 2  1.277 f 88 452 4 
C 4.270 f 231 ... Z873f156 - - 
4 2.693? 170 37 +- 4: 1.868 -+ 175 35? 6 
Act .D 3.3992 204 - 442f 1 1 0  - 
A c t . D  3.3842 185 1 2 5  449 2 85 (el ( d l  
+ 6 
(a) Fraccibn so lub le  en Qcido pe rc l6 r i co  5 %. 
( b )  Fraccibn inso lub le  en gcido pe rc lb r i co  5 %. 
(c )  96 de i nh ib ic idn  respecto  de l a  incibacibn s i n  e s t e r o i d e  c o m e s  
pondiente. 
( d )  No s i g n i f i c a t i v o  141 
( e l  2 76 de estimulacihn (no s i g n i f i c a t i v o ) ,  
1 Por todo l o  antedicho, A -1 118-hidroxiprogesterona (~q) 
e j e r c e  un e fec to  i n h i b i t o r i o  sobre la  ent rada  y u t i l i z a c i b n  de urL 
d i n a  en  t imoci tos  de ratas adrenalectomizadas a t r a v & s  de un meca- 
nismo d i s t i n t o  d e l  c l b i c o  (a1 menos a concentraciones super iores  
a low5 MI. 
Zste comportamiento a altas concentraciones de 19 en c6 -  
l u l a s  de tin.0 t i e n e  coro antecedente e l  e fec to  de t e s t o s t e r o n a  (=I ,  
progesterona (1) y a l q m o s  coapuestos e s t r o g h i c o s  no e s t e r o i d a l e s  
como e l  d i e t i l e s t i l b e s t r o l  (&Q) 152, 10s cuales  e j e rcen  su accihn 
sobre l a  incorporacibn d e  u r i d i n a  en forma inrnediata. Dicho e f e c t o  
no s e  observ6 a concentraciones i n f e r i o r e s  a  loo6 M, crsciendo en 
forma abruptn por enc%ma de 1, en forna similar a l o  que suce  
de  con 10. 
Enah t r a b a j o  presentado por Gagne y colaboradores 157 s e  
ana l i zb  dicho e fec to  a altas concentraciones en funci6n d e l  tiempo, 
mediante e l  agregado simultdneo de 38-uridina y e s t e r o i d e  a1 p r i n -  
c i p i o  d e l  experimento. Los au to res  constataron que e l  e f e c t o  i n h i -  
b i t o r i o  observado e r a  t r a n s i t o r i o ,  presentando ,- un mlximo dent ro  de 
10s pr ineros  15-45'. Dicho e f e c t o  se producirfa  pr incipalmente so- 
b r e  l a  entrada de nucle6sido a la c6 lu la ,  postulando un e f e c t o  a 
n i v e l  de membrana. 
Las acciones e s t e r o i d a l e s  a t r avgs  de mecanismos no genb 
rnicos se asocian en genera l  con in te racc iones  a  n i v e l  de membrana 
(plasmgtica,  l isosomal ,  mitocondrial)  1 52 . 
La h i p b t e s i s  de una e s t a b i l i z a c i b n  de l a  m e ~ b r a n a  fue  COB 
s i d e r 2 d a  con a t enc ibn ,  especialmente luego d e  l as  i n v e s t i g s c i o n e s  
r e a l i z a d a s  acerca  d e l  i n p o r t a n t e  pape l  d e l  c o l e s t e r o l  en l a  arqui -  
t e c t u r a  de l a  membrana y en e l  c o n t r o l  de  s u  f l u i d e z  '58. Existen 
a u t o r e s  que sug ie ren  que e l  e s t e r o i d e  s e  i n s e r t a r i a  en l a  capa de 
f o s f o l i ~ i d s s  en l u g s r  d e l  c o l e s t e r o l  159. S i n  embargo cuando se e g  
t u d i 6  l a  d i s t r i b u c i 6 n  d e  v a r i o s  e s t e r o i d e s  en i n t e r f a s e s  l i p i d o - g  
gua n a t u r a l e s  o  a r t i f i c i a l e s ,  v a r i o s  a u t o r e s  encont ra ron  que l a s  
rnol6culas e s M k o i d a l e s  no s e  incorporaban a l a  e s t r u c t u r a  de  nem- 
S rana  s i n o  que s e  ubicaban e n  s u  s u p e r f i c i e ,  junto  a las  cabezas  
p o l a r e s  de 10s f o s f o l i p i d o s  160. La  acumulacibn de rnol6culas h i d r g  
f 6 b i c a s  a l r ededor  de l a  membraca, a s f  como s u  i n t e r a c c i b n  con c o g  
ponentes  de  l a  misma, probablemente produzc'an a l t e r a c i o n e s  en las  
propisdades  de membrana, especia lmente  a concent rac iones  mayores 
d e  log5 M. E s t a  l o c a l i z a c i 6 n  e x p l i c a r i a  l a  f a c i l i d a d  de remoci6n 
d e l  e s t e r o i d e  y con e l l a  l a  desapa r i c idn  del e f e c t o  d e l  mismo. 
La l o c a l i z a c i d n  de 10 en l a  membrnna d e l  t imoc i to  seria 
l a  causan te  de  l a  ' inh ib ic ibn  de l a  e n t r a d a  de u r i d i n a  a l a  c e l u l a  
(disminuye l a  r a d i o a c t i v i d a d  encoatrada en l a  f r a c c i 6 n  s o l u b l e )  l a  
c u a l  j u s t i f i c a r i a  en gran  medida l a  disminuci6n de l a  incorporac i6n  
3 de H-uridina a ARN (por f a l t a  de  s u s t r a t o  marcado d e n t r o  de l a  c& 
l u l a  con e l  c u a l  s i n t e t i z a r  ARN marcado). 
Es to  j u s t i f i c a r i a  a s u  vez l a  f a l t a  de  lisis c e l u l a r  s i n  
a p a r t a r s e  d e l  mecanismo c l h s i c g ,  que i n d i c s  que l a  i n h i b i c i b n  en 
. l a  s i n t e s i s  d e  ARX desencadena l a  lisis. En e l  caoo d e  M) 
se observd una disrninucibn en l a  incorporac ibn  d e e 3 ~ - u r i d i n a  a ARN. 
S i n  embargo dicha disminuci6n podrfa  no deberse  a una Lnhfbici6n de 
l a  s i n t e s i s  d e  PHN s i n o  a la  disrninuci6n d e  la 3 ~ - u r i d i n a  d i s p o n i  ' 
b l e  p a r a  ser i n c o r p o r a d a ,  deb ido  a l a  i n h i b i c i b n  en  13 e n t r a d a  d e  
l a  m i s m a  a l a  c 6 l u l a ,  P o r  l o  t a n t o  en r e a l i d a d  no h a b r i a  i n h i b i c i 6 n  
r ea l  s a b r e  l a  s i n t e s i s  de AZN ( o  6sta ser ia  pequeiia),  como conse-  
c a e n c i a  d e  l o  cual no s e r i a  d e  e s p e r a r  que se p r ~ d u ~ j e r a  lisis. 
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  i n d i c a n  que e l  e f e c t o  de 10 a 
al tas  c o n e e n t r a c i o n e s  (loo4 M) e a  t e l  que adem& de  p r o d u c i r  una 
fuerte i n h i b i c i b n  s o b r e  l a  e n t r a d a  d e  'H-uridina a l a  c & l u l a ,  p r ~  
d u c i r i a  tamb$&n la  d e s a p a r i c i b n  d e l  pequeiio e f e c t o  gen6nico  obseg  
vado a menor c o n c e n t r a c i b n ,  E l  l a v a d o  d e  las c & l u l a s  que e s t u v i e r o n  
e n  c o n t a c t o  con JQ ( 1 oo4 MI, p o r  e jemplo, prcdu j o  l a  d e s a p a r i c i d n  
t o t a l  d e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o ,  no quedando s i q u i e r a  e l  e f e C t o  o b s ? ~  
vado  a M ,  e l  c u a l  s e  rnantenia luego  d e l  lavario, coro se demos 
I L  
trara e n  o t r o s  exper imentos  (tabla IV-3, i t e m s  3 y 7,  p5g. 301 
En cuanto a l a  e s t i m u l a c i b n  que  se  observ6 l u e g o  de la  
e l i m i n a c i 6 n  por l avado  de l a  hormona, e s t a  p o d r i a  d e b e r s e  a l a  deg 
9estabilizaci6n d e  l a  menbrana deb ido  a l a  remocibn d e l  e s t e r o i d e  
"r 
de l a  m i s m a  !o de s u  e n t o r n o ) ,  recuperando s u  e s t a d o  o r i g i n a l  l u g  
g o  d e  2 hs .  La e s t i m u l a c i 6 n  observada  i n d i c a r i a  una c o n s i d e r a b l e  
i n t e r a c c i b n  membrana-esteroide ya que e l  simple l a v a d o  d e  l a  cglg 
l a  en a u s e n c i a  de e s t e r o i d e  no produjo  n i n g f n  e f e c t o .  La e s t i m u l ~  
c i d n  se p r o d u c i r f a  s o b r e  e l  t r a n s p o r t e  de 'H-uridina h a c i a  e l  in- 
t e r i b r  d e  l a  c g l u l a ,  m i e n t r a s  que e l  aumentc de  marcaci6n o b s e r v s  
d a  en e l  ARN se d e b e r i a  a l a  mayor d i s ~ o n i b i l i d a d  d e  n u c l e 6 s i d o  1 
marcado p a r a  l a  s f n t e s i s  d e  e s t e  f i l t imo.  
La r e c u p e r a c i b n  f u e  t o t a l  ya que luego  d e  2 h s  d e  reincg 
b a c i 6 n  l a  c e l u l a  r e spond ih  a 10 norrnalmente, For  l o  t a n t o  d u r a n t e  . 
e l  lavzdo no se gerdi.6 nin,?Gn cornponente de mernbrana cue e s t u v i e r a  
i n t e r s c t u a n d o  con e l  e s t e r o i d e  ya que en e s e  caso l a  c 6 l u l a  no - Z O ~  
. -
v e r s a  a responder.  ikuevanente en e s t e  ca so  es pos iSle  que e l  finico 
proceso afactztdo sea la entrada de  3 ~ - i i r i d i n a  a la c4lula .  
t r a c i o n e s  s u p e r i o r e s  a lo-' M produjo una f u e r t s  i n h i b i c i 6 n  en l a  
7: 
e n t r a d a  de 'ELuridina a t imoc i to s  de ratas adrenopr ivas ,  a t r a v b s  
de  un mecanisma no genhmico, probablemente producido a n i v e l  de 
rn embrana plasm$-tica. 
Los requer imien tos  e s t r u c t u r a l e s  para que  un e s t e r o i d e  
e je rzn  el e f e c t o  observado a t rnvhs  de  un mecanismo no genbmico 
I t  
probablenente sean d i s t i n t o s  de 10s necesa r io s  para- un mecanismo 
c l5s i co .  Por  l o  t a n t o  en  e l  a n h l i s i s  de l o s  r e q u e r i ~ i e n t o s  e s t r u s  
t u r a l e s  para que s e  produzca e l  e f e c t o  g l u c o c o r t i c o i d e  no debe cog 
e i d e r a r s e  e l  caso de a una concentracibn de loo4 X, o debe tra- 
b a j a r s e  con 10s r e s u l t a d o s  ob ten idos  a concent rac iones  i n f e r i o r e s  
b . i g u a l e s  a M dodde e l  e f e c t o  a n i v e l  de  membrana seria nulo.  
D e  t r a b a j a r s e  a altas concent rac iones  para l a  c o r r e l a c i b n  
ind icada  t a a b i &  r e s u l t a r i a  r i e sgoso  cons ide ra r  10s d a t o s  co r r e spoa  I 
d i e n t e s  a 1 l e - h i d r ~ x i ~ r o g e s t e r o n a  (2) ( e n  e s t e  caso  se determin6 
que e l  lavado d e l  e s t e r o i d e  e l iminaba e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  a1 i g u a l  
1 d e  l o  aue sucedi6  con u), 11-desoxicor t icos te rona  (4) y su  A -derh 
vado (=)(debid0 a que s u s  curvas  dos i s - respues ta  fueron  s i r n i l a r e s  
a las de 2 ) .  
LOG requer imien tos  e s t r u c t u r a l e s  para que s e  produzca e l  





En el capitulo anterior se han discutido la capacidad de 
10s esteroides analizados (figura 1, psg, 4) de inhibir la incorp~ 
racibn de 'B-uridina a ARN en timocitos y la, cronologicamente p o ~  
terior, disninucibn en la viabilidad celular. ?or lo tanto se dis- 
pone de dos parhetros glucocorticoides que se pueden intentar co- :# . 
r TZ,. c 
rrelacionar con las caracteristicas estructurales de 10s esteroides 
1 + ;&- correspondientes. Sin embargo, como tambieh si discutiera anterior 
4- 'I 
* .  
mente, existen tres criterios distintos para analizar la potencia 
esteroidal en cuanto a su actividad como inhibidor de la sintesis 
de ARN (sensibilidad, actividsd en el plateau, activldad nsxima), 
por lo que en realidad se dispone de cuatro ordenanientos distintos 
segfin la actividad y criterio elegido, 10s cuales para mayor comod2 
dad se rep i ten  aqui (con el agregado de 10s esteroides inactivos): 
-, 
- Inhibicibn de 1.a sintesis de ARN: 
- Sensibilidad: 
- Valor plateau: 
-. Actividad; nilxima: 
- Lisis celular: 
(las estructuras correspondientes se resumen en la figura 1 ,  p&g. 
4 1. 
Antes de comenzar un anillisis sobre relacibn estructura- 
actividad biolbgica cabe recordar la ~ r o c u e s t a  de Rayns~d y colab~ 
radores 22 de dividir 10s sustituyentes en dos grandes grupos: 
- Los sustituyentes imprescindibles "per set'. 
-; .
- Los moduladores de efecto. 
- Introducci6n de un doble enlace 1,2: Exis,ten antecedentes a1 reS 
pecto en trabajos de Duax y colaboradores l 3  y de Raynaud y colg 
boradores 22, nencionados en la introducci6n da esta tesis, donde 
se indica que la insaturaci6n 1,2 aunenta o mantiene la actividad 
glucocorticoide, considerando que esto se debia a la mayor curvatg 
ra del esteroide insaturzdo. 
Como puede verse en 10s ordenamientos indicados anterior 
- .  
- 1 
mente, se han determinado casos en que  la  introduccidn de l a  insa-  
t u r a c i h  1,2 disminuyd l a  ac t iv idad  (1 14-hidroxiprogesterona y s u  
2 y 10) en cuanto a sens ib i f fdad  y a c t i v i d a d  en e l  p l g  , 
1 teau, y 21-desoxicort isol  y sa oderivado (5 y en 10s t r e s  c r i  
t e r i o s  de i nh ib ic ibn  de s fn te s i s  d e  ARN)'a pesar de que 10s estuL 
d i o s  conforrnacionales por espectrometr ia  de E84N-13c indicaron  l a  
curvatura  de 10s e s t e r o i d e s  en siloilar proporcidn (III.4, pig.Z33) 
Los antecedentes  mencionados 13922 acerca del e f e c t o  d e l  
doble enlace 1,2 en l a  ac t iv idad  g lucocor t ico ide  siempre corresponden 
a . exper iencias  - ,. sobre  derivados de c o r t i s o l  (8). En e s e  caso 10s 
r e s u l t a d o s  concuerdan eon los  presentados en eata tests (A' -cortl 
s o l  (fi) r e s u l t 6  m i i s  s e n s i b l e  que & y 10s va lo res  ~ l a t e a u  y mgximo 
de  ambos fueron s imi la res ) .  Otro t a n t o  sucedi6 con e s t e r o i d e s  que, 
aunque no presentahan l a  fucclonal idad conpleta  de 8, p s e f a n  un 
h id rox i lo  en posicibn 21 (1 1 -desoxicort icosterona (41, c o r t i c o s t g  
1 
rona  (4)  y s u s  A -derivados (E y 14) 1. En cambio las discrepancias  
surg ieron  cuando no se encontraba presente  dicho h id rox i lo  (uu; 
2 / ~ )  (no se mencionan 10s pares  '0ortexolone (z)/A' -cortexolona (15) 
1 
J 1 x-h idroxiproges terona  ( z ) / b  -1 7d-hidroxiprogest erona (It) ya 
que no presentaron ac t iv idad  en n i n d n  caso, y por l o  t a n t o  no  ti^ 
ne sen t ido  cons iderar  si uno es mss, menos o igualmente "activo" 
1 que s u  A -derivado) . 
Por l o  t a n t o  e l  aumecto en l a  curvatura d e l  e s t e r o i d e  dg 
bido a l a  introduccihn de un doble enlace 1 ,2  serfa benef ic iosa  sg 
l o  en e l  caso de 10s compuestos 21-hidroxilados, a1 menos en las 
condiciones de inh ib ic i6n  de l a  incorporscibn de 3 ~ - u r i d i n a  e n  que 
s e  determin6 l a  s e n s i b i l i d a d  y e l  va lo r  1:lateau de 10s e s t e r o i d e s  
. . 
I y que corres j ionder ia  a l a  acc ibn  mediada por  l a  uni6n a un r e c e p t o r  
e s p e c i f i c o .  
E l  caso p a r t i c u l a r  de l a  acc i6n  a concentraciones  mAximas a 
( H) s e r s  d i s c u t i d o  con p o s t e r i o r i d a d  debido a l a  complejidad 
d e l  nismo. 
I La in t roducc i6n  de un doble  enlace 1,2 no a f e c t 6  e l  e f e s  
t o  l i t i c o  e n  ninguno de 10s casos  analiza3os (abn en 10s que se oh 
servaron  d i f e r e n c i a s  en cuanto a l a  i n h i b i c i 6 n  en l a  s i n t e s i s  de 
ARN).  
- Hidrox i l r c idn  w: Zn e s t e  caso  l a  s i t u a c i d n  r e s u l t 6  mucho rngs 
clara. Todos 10s parsmetros  g lucocor t i co ides  ana l i zados  i nd i ca -  
ron que l a  presenc i a  de  dicho grupo func iona l  aumenta l a  a c t i v i d a d  
( v e r  10s ordenn-ieotos de 10s Fares z/&, &/b, l / s  y BUS A'-equivg 
l e n t e s )  , en a lgunos casos  en forrna mlry s i g n i f i c a t i v a .  Por ejemplo 
8 y & r e s u l t a r o n  poderosos i n h i b i d o r e s  de  l a  incorporac idn  de 'H- 
b i d i n a  a U N ,  m i e n t ~ a s  que s u s  11-desoxiderivados fueron i n a c t i v o s .  
E l  a n l l i s i s  confornac iona l  por ~ ~ M K - ' ~ C  (ver 1114 y 11.1.6 
pBg.  240 y 253) i n d i c 6  una mayor curva tura  de  10s e s t e r o i d e s  1 l P h &  
d r o x i l a d o s ,  confirmando en so luc i6n  c&lcu los  t e 6 r i c o s  r e a l i z a d o s  
por Schmit y Rousseau l 6  en condiciones  l i b r e s  de i n t e r a c c i b n .  Es- 
t o s  filtirnos i n d i c a r o n  un nenor e f e c t o  d e l  h i d r o x i l o  l l p s o b r e  l a  
cu rva tu ra  d e l  e s t e r o i d e ,  r e s p e c t o  de l o  que produce una i n s a t u r a -  
S i n  embargo e l  e f e c t o  d e l  h i d r o x i l o  1 l P  sob re  l a  a c t i v i -  
dad g lucocor t i co ide  fue  m&s n i t i d o  que e l  d e l  doble  e n l z c e ,  a pesa r  
d e  l a  menor cu rva tu ra .  Es to  permite sunoner que e l  h i d r o x i l o  1 1  p 
a f e c t a r f a  l a  a c t i v i d a d  de por si y no como modulador mediante un 
canbio  conformacional que opt imice l a  l o c a l i z a c i b n  e s p a c i a l  de  o- 
t r o s  grupos. 
~ m - b i e h  e l  e f e c t o  d e l  h i d r o x i l o  1 1  la podr ia  cons ide ra r se  
que s e  produce a t r a v e s  d e l  canbio conformacional ,  produciendo l a  
"curva tura  bptima" d e l  e s t e r o i d e  (no necesar iamente  l a  cu rva tu ra  
8 
rn6xima). S i n  embargo es p o s i b l e  d e s c a r t a r  e s t a  s apos i c ibn  ya que 
e l  aumento de a c t i v i d a d  por i n t roducc ibn  de un h i d r o x i l o  en posL 
4 c i b n  11 s e  observd t a n t o  en 10s A -3-ce toes te ro ides  como en s u s  
1 A -derivados,  notablemente m a s  curvados. 
La importancia  d e l  h i d r o x i l o  11 podr i a  deberse  a s u  c= r 
r i l c t e r  de donor de  puentes  de  hidr6gen0,  cons t i tuyendo  uno de 10s 
puntos d e  a n c l a j e  d e l  e s t e r o i d e  en un h i p o t h t i c o  r ecep to r .  
- Hidroxi lac ibn  21: L a  h i d r o x i l a c f b n  sobre  C21 augentb la i n h i b i -  
c ibn  de l a  incorporac i6n  de  'H-uridina a ARN en las condic iones  
I 
en  que s e  de t e rn in6  s e n s i b i l i d a d  y a c t i v i d a d  en e l  p l a t e a u ,  es  d e  
c i r  por debajo  de una concentracidn de loo5 M. Como se d i s c u t i e r a  
an t e r io rmen te  d i c h a s  condiciones  corresponder ian a una acc i6n  ne- 
d iada  por l a  unibn a1 r ecep to r .  La h i d r o x i l a c i b n  en pos i c ibn  21 
produjo tambien un aumento en l a  acc idn  l i t i c a  d e  10s e s t e r o i d e s  
ana l izados .  
Nuevamente en e s t e  ca so  s e  d e s c a r t a  un e f e c t o  modulador 
d e l  h i d r o x i l o  21 a t r a v g s  de  una a l t e e a c i h n  conformacional d e l  eg 
q u e l e t o  e s t e r o i d a l  ya que e l  a n e l i s i s  por  R M N - ~ ~ C  i n d i c d  que l a  
conformacidn d e l  mismo no s e  modificb por  h id rox f l ac ihn  en C21 
Resulta poco probable qus tenga importancia l a  capacidad 
d e l  h id rox i lo  21 de formar puentes de hidr6geno intrarnoleculares 
con e l  carboni lo 20, deterninado por H M N - ' ~ F  1 . 5 .  page 244). 
en  cuanto a l a  modif icaci in  de l a  potencia glucocort icoide.  Dicha 
formaci6n de puentes de hidr6geno COR e l  carboni lo,  r e s t a r i a  cap2 
cidad de f o r m a c i h  de puentes de  hidrbgeno con e l  r ecep to r ,  en e l  
que e s t e  dltirno a c t u a r l a  como donor, anulendo en p a r t e  l a  f u n c i 6 ~  
d e l  carboni lo ,  por l o  cua l  e l  e fec to  glucocort icoide deberfa  d i s m i  
n u i r ,  hecho que no s e  observb. La presencia  i ap resc ind ib le  d e l  cal: 
boni lo  20 e s t l  a m p l i a ~ e n t e  reconocida ya que un 20-metilenderivado 
19 r e s u l t a  i c a c t i v o  . 
Sin  embargo no e s  ~ o s i b l e  d e s c a r t a r  con 10s datos  dispq 
n i b l e s  para 13 conformzci6n en solucibn que l a  formrcidn de puentes 
de  i idr6geno favorec iera  l a  d i s ~ o s i c i 6 n  es rac la l  d e 1  carboni lo 20 
para l a  uni6n a1 receptor  (d ic3a  nodi f icac idn  en l a  conformacibn 
deber ia  entonces compensar y superar  e l  e fec to  desfavorable d e l  hi 
d r o x i l o  21 debido a 1  bloqueo de s i t i o s  aceptores  de puentes de h i -  
-. 
drigeno e n  e l  carboni lo 20). 
S s t a s  deducciones s e r f i n  vAlidas si las condiciones d e l  
s i t i o  r ecep to r  fueran hidrofbbices  y For l o  t a n t o  permitieran l a  
formacidn de ouentes de hidrdgeno intrarnoleculares (en agua 10s 
rnismos comnetirian en f o r ~ a  desfavorable con el' solvente) .  
Schmit y Housseau l 5  indicaron por minimizacibn de enep 
g i e  q u e  l a  21-hidroxilacibn no modifica l a  confcrmacibn d e  l a  cad2 
na  l a t e r a l ,  Fzra l a  molkcula a i s l a d a ,  l i b r e  de in te racc iones  exter 
nas. 
Por l o  t a n t o  e l  e fec to  d e l  hf.droxi.10 21 en cuanto a1 au- 
mento de l a  acc ibn  g lucocor t i co ide  tambie'n se debe r i a ,  aunque con 
r e s e r v a s  a1 r e s p e c t o ,  a l a  y e s e n c i a  d e l  rnismo y no como modulador. 
Los monohidroxies teroides  2, 10, & y presen ta ron  ac t f  
r i d a d  en cuanto a l a  i n h i b i c i b n  en la incorporac i6n  d e  3 ~ - a r i d i n a  
en ARN. En carnbio 10s e s t e r o i d e s  f y 11 (17d-hidroxi lados)  fueron 
- Hidroxi laci6n &: La in t roducc ibn  de un h i d r o x i l o  en pos ic i6n  
174 lncrementb l a  s e n s i b i l i d a d  y e l  v a l o r  p l a t e a u  en e l  par 
y sus A' -der ivados (&/s), mient ras  que disminuy6 l a  a c t i v i d a d  
1 g l u c o c o r t i c o i d e  en e l  r e s t o  de 10s casos  (ds, 412 y sus a -der ivg 
1 d o s  fl/u y 12/15). En el par z/z y s u s  A -derivados e l  e f e c t o  f u e  
pequefio, mientras que l a  h i d r o x i l a c i b n  en  C17  de 11-desoxicor t icog 
terona (4) produjo l a  i n a c t i v a c i 6 n  completa d e l  e s t e r o i d e  en cum-  
t o  a l a  i nco rpo rac ibn  de 3 ~ - ~ i d i n a .  
En e l  aspec t0  conformaeional ,  no s e  de tec t a ron  modifica- 
eiones d e l  e s q u e l e t o  e s t e r o i d a l  por F ~ M I G - ' ~ c  (ver 111-4, p5g. 241 ),  
aunque S c h n i t  y Rousseau l 7  i nd i ca ron  que l a  5 i d r o x i l a c i 6 n  en C 1 7  
modif ica  l a  cu rva tu ra  d e l  e s t e r o i d e ,  hacigndolo m & s  plano ( en  cog  
t r a p o s i c i d n  con l a  h i d r o x i l a c i 6 n  l l p y  l a  i n t roducc idn  de un doble  
e n l a c e  1,2) especialmente en  l a  reg i6n  de 10s a n i l l o s  C y D. Adends 
c a l c u l a r o n  que la. conformaci6n m&s e s t a b l e  de l a  cadena l a te ra l  se 
desplaza  unos 20'. 
Una p o s i b l e  exalicaci6n de 10s r e s u l t a d o s  s e r i a  que e l  
h i d r o x i l o  174 a1 n o d i f i c a r  l a  conformaci6n de l a  cadena l a t e r a l ,  
haria que e l  h i d r o x i l o  21 se ubique en una  pos i c i6n  inadecuada p s  
ra u n i r s e  a1 r e c e p t o r ,  disminuyendo a c i  su ac t iv idad .  De a l l i  que 
l a  17 h id rox i l ac ibn  de 4 l o  transforme en  un compuesto i n a c t i v o .  En 
cambio l a  r o t a c i h n  de l a  c3dena l a t e r a l  no a f e c t a r i a  mayormente e l  ' 
e f e c t o  i n h i b i t o r i o  en e l  caso  de 11p -hidroxiprogesterona (2) posi-  
blemente debido a un mayor rango e f e c t i v o  d e l  c a r b o n i l o  20, modi f i  
cgndose r e l a t i vamen te  poco s u  ac t iv idad .  S i n  embargo e s t a  propues- 
t a  no puede e x p l i c a r  forque c o r t i s o l  (q) r e s u l t a  m8s a c t i v o  que cog 
1 t i c o s t e r o n a  (6) ( o t r o  t a n t o  sucede con sus -derivados) , y a  que per 
sistiria en e s t e  caso  l a  r o t a c i 6 n  des favorab le  de l a  cadena l a t e r a l ,  
, l o - c u a l  d e b e r i a  d i sminuf r  l a  potenc ia  de  10s e s t e r o i d e s .  
' 2 4 p  4. : 
Tampoco es p o s i b l e  e x p l i c a r  l a  acc ibn  ambigba d e l  hidro-  
x i l o  174 por  s u  presenc i a  como t a l ,  dando lugar a una r eg ibn  h i d r p  
f i l i c a  donde en su  ausenc ia  no e x i s t i a  (de  ser  as f  deberia s e r  pey 
j u d i c i a l  en todos  10s casos ) .  
- Inh ib i c idn  altas concentraciones:  De l a  observaci6n de las  CUE 
vas  dos i s - r e spues t a  - .  de 10s d i s t i n t o s  e s t e r o i d e s  s e  concluye que 
s a l v o  a lgunos casos  p a r t i c u l a r e s ,  e l  r e s t o  de  10s e s t e r o i d e s  se  corn 
p o r t 6  en forma similar a l o  que eucede en e l  pla teau .  Dichos ca sos  
p a r t i c i l a r e s  fueron A' -1 l f -hidroxiprogesterona (10) y ,  en menor ms 
1 d ida  1 l a -h idrox iproges te rona  (11, 1 1  -desoxicor t icos te rona  (&) y - 
1 1-desoxicor t icos te rona  (12). 
En e l  caso de 10 s e  demostr6 que e l  m e c a n i s ~ o  por e l  c u a l  
a c t u n r i a  a d icha  concentraci6n no es e l  c l h s i c o  s i n 0  que probable-  
mente cor responder ia  a una i n t e r a c c i b n  a n i v e l  de membrana. 
Los e s f e r o i d e s  que s e  apa r t a ron  d e l  mecanisno s a t u r a b l e  
convencional  fueron 10s monohidroxilados que poseian c i e r t a  a c t i v i  
dad a menores ~oncentraciones. El par 174-hidroxiprogesterona (3)  
1 su A-derivado a pesar de ser monohidroxiesteraides no produje- 
ron actividad a altas concentraciones, como tampoco tuvieron efec 
to a menores concentraciones. 
Adenss de dicha menor polaridad (debido a1 Renor grado 
de hidroxilaci6n), acoapaAada de cierto grado de actividad gluco- 
corticoide propia (debisa s 10s hidroxilos 1 1  f y 21 caracterlsti- 
cos), aparentemente s e  requiere cierto grado de curvatura del es- 
teroide. Es as5 aue el esteroide mas curvado de estos, 10, doble- 
mente curvado debido a la presencia del doble enlace 1,2 y del h& 
droxilo 1 1 1 ,  fue el que n8s se apart6 de la curva ideal de satura 
cibn, caracteristica de l o s  esteroides que se expresan a travgs - 
del mecanismo cl6sico. 
Zste hecho, as$ coro la baja po lwidad  esteroidal, se 
asemeja a1 caso de 10s esferoides anestgsicos 61. ~ s t o s  son en 
(alfaxalona), potente anesthsico cuya accibn se produce a nivel 
-. 
de membrana , ~robablemente desordenando la misrna, a dosis farma- 
col6gicas. La configuraci6n 4 del hidroxilo de posici6n 3 config 
r c a  e s t e  e s t e r o i d e  una n o t a m  c u r v a t ~ r a  h s c i a  d i cha  c a r a ,  en  fog  
m a  similar a l o  que sucede en 10. 
A' -1 l e - h i d r o ~ i ~ r o ~ e s t e r o n a  (19) a a l t a s  concent rac iones  
podr i a  a f e c t a r  l a  mernbrana, disminuyendc e l  t r a n s p o r t e  de  'H-ur id~  
n a  a1 i n t e r i o r  de l a  c g l u l a ,  afectnndo por l o  t a n t o  l a  incorpora-  
c i b n  a ARN. 
Debido a l a  p resenc ia  d e  dos  necanismos a a l t a s  concen- 
t r a c i o n e s ,  e l  ordenamiento de a c t i v i d a d e s  de  10s e s t e r o i d e s  a n a l 2  
zados ,  no r e s u l t a  adecuado para  su  c o r r e l a c i b n  con l a  e s t r u c t u r a  
e s t e r o i d a l  en busca de  10s requer imientos  para  l a  a c t i v i d a d  g l u c p  
c o r t i c o i d e ,  dado que 10s r e q u e r i n i e n t o s  para uno y o t r o  mecanisno 
pueden s e r  d i s t i n t o s .  De l a  d i scus i6n  a n t e r i o r  de  10s repuer imiez  
t o s  pa ra  e l  e f e c t o  "plateau" y para  e l  e f e c t o  no gen6nico pueden 
v e r s e  las d i f e r e n c i a s  no tab l e s  e n t r e  l c s  mismos. 
- L i s i s  c e l u l a r :  En cuanto a e s t e  e f e c t o ,  en gene ra l  10s e s t e r o i d e s  
i 
ana l i zados  ~ u a r d n r o n  l a  misna r e l a c i b n  que en l a  i n h i b i c i b n  de  ' l a  . 
s i n t e s i s  de  ARN, s a l v o  dos excepciones: 
1 
- E l  e f e c t o  de 10s A -der ivsdos  n o  difirid d e l  que produjeron 
4 10s -3-ce toes te ro ides  cor respondien tes ,  pese  a que  en e l  e f e g  
t o  i n h i b i t o r i o  se observaron a l cunas  d i f e r e n c i a s .  
- 1 lp-hidroxiprogesterona (2) :: su  A' wderivado (Iq) no produjeron 
lisis pesn a su no tab le  acc i6n  i n h i b i t o r i a ,  n i e n t r a s  que en e l  
c a s o  de 1 1  -desox ico r t i cos t e ronz  (4) y su A' -derivado ( 1  l a  d i ~ n i  
nuci6n de  l a  v i n b i l i d a d  tampoco r e s u l t 6  l a  e s ~ e r a d a  ten iendo  en 
cuenta  e l  e f e c t o  l n k i b i t o r i o  que produjeron (causaran  nls i n h i b i -  
c i b n  que 21-desoxicor t i so l  (5)  y s i n  embargo produjeron menor li- 
I sis que dicho e s t e r o i d e ) .  
I Estos  6 l t i m o s  e s t e r o i d e s  son justamente a q u e l l o s  que e- j e r c i e r o n  s u  acci6n i n h i b i t o r i a  a l a  concentracibn que se  ensayb 
I l a  lisis f log4 M) en f o r m  no traditional, pudiendo h a l l a r s e  a b i  I 
I l a  expl icac i6n .  Por l o  t a n t o  10s e s t e r o i d e s  que e j e r c e n  s u  acc idn  
i n h i b i t o r i a  a t r a v b s  d e l  mecanisrno a n i v e l  de membrana no producj, I r i a n  lisis. Es to  s e  deberia ,  como s e  d i s c u t i e r a  an te r io rmente ,  a 
que en r e a l i d a d  en e s t o s  casos  no e x i s t i r i a  i n h i b i c i 6 n  de l a  s i n t g  
sis de ARN s i n 0  que se prodnce l a  i n h i b i c i d n  d e l  t r a r s p o r t e  d e l  ng 
c l e 6 s i d o  marcado, que se t r aduce  en una menor d i s p o n i b i l i d a d  de es 
t e  para l a  s i n t e s i s  de  ARN marcado. 
Eado que no r e  dis~one de dazes a c e r c a  de l a  accidn lit& 
c a  de 10s e s t e r o i d e s  a menores concent rac icnes  ( s a l v o  algunos casos  
a i s l a d o s )  no fue  p o s i b l e  v e r i f i c a r  e l  conpor tan ien to  de e s t e  par&- 
metro en condiciones  en que no s e  produce e l  mecanismo no g e n b i c o  
-, 
como s e  r e a l i z a r a  en e l  cnso de  l a  i n h i b i c i b n  en l a  incorporacibn 
3 d e  H-uridina. 
S i n  enbargo 2 y a concent rac iones  menores o  i g u a l e s  
a loo5 M produjercn l i s i a  c e l u l a r  d e  acuerdo a s u  re la t ivamente  b g  
j o  e f e c t o  i n b i b i t o r i o  que l l e g e  a un p la t eau  a ~'a concentracibn mea 
cionada,  en concordancia con un apa ren te  e f e c t o  i r r e v e r s i b l e  ( i c l &  
s i c o ? )  de 10 a una concentraci6n de loo5 M en cuanto a e s t e  Gltirno 
e f e c t o -  
Ccncretamente, las conclusiones que e s  pos ib le  e x t r a e r  
d e l  presente  es tudio  acerca  de l a  r e l ac ibn  e n t r e  l a  e s t r u c t u r a  eS 
t e r o i d a l  y l a  ac t iv idad  glucocort icoide son l a s  s igu ien tes :  
- Sensib i l idad  p vnlor p la teau  (mecaniseo g-: 
- Hidroxilo 1 1  a m e n t a  l a  activida.' glzcocort icoide,  actuando de 
por si y no como modulador a  t r av6s  de cambios con 
formacionales. 
- Hidroxilo I?&: produce un e fec to  ambiguo e n  l a  act ividad.  Zn prg 
senc ia  de uno s o l o  de 10s h id rox i los  11P 6 21 d i a  
ninuye l a  ac t iv idad ,  n i e n t r a s  que en ?resencia de 
ambos aumenta l a  ac t iv idad  plucccort icoide.  
- Hidroxilo 21: aumenta l a  ac t iv idad  glucocort icoide.  E l  h id rox i lo  
a c t u a r i a  -. de por si.y no como modulador d e  l a  unibn 
del carboni lo 20 con e l  r ecep to r ,  aunaue ex i s t en  
c i e r t a s  r e se rvas  a1  respecto ,  como s e  d i s c u t i e r a  
anteriorrnente. 
- Doble enlace 1,2: taabikn  produce un e fec to  ambiguo. Bn presencia 
d e l  h id rox i lo  21 produce aunento o no z o d i f i c a  
mavormente l a  ac t iv idad ,  mientras  que en 10s 21 
desoxies tero ides  produce una s i g n i f i c a t i v a  d i s  -
rninucibn d e l  e fec to  analizado. 
-.Queda totalmente descartada l a  t e o r i a  l 3  de que a major curvatg  
ra e s t e r o i d a l  corresponde mayor ac t iv idad  glucocort icoide.  
- KO e s  r o s i b l e  d e s c a r t a r  una curvatura 6ptima d e l  e s t e ro ide ,  S in  
embargo e l l a  no puede s e r  l a  Gnica responsable de una determins 
da  act iv idnd,  s i n 0  que deben estar presentes  grupos funcionales  
c a r a c t e r f s t i c o s  (corn0 e l  h id rox i lo  I 1/31 , 
- Mecanismo no ~ e n b e i c o :  
- Estero ides  de baja polaridad (monohidroxiderivados de p r o g e s t e r ~  
na) . 
- Deben poseer algunos de  10s h id rox i los  c a r a c t e r i s t i s o s  de l a  ac- 
t iv idad  glucocort icoide (h id rox i los  11/3 6 21 qoe l e  ~ r o p o r c i o n a n  
c i e r t a  ac t iv idad  a menores concentraciones.  
1 .  
- R e s u l t a r i a  par t icularmente importante l a  curvatura d e l  e s t e r o i d e .  
1 A -1 1/3-hidroxiprogesterona (101, e l  mbs curvado d e l  grupo, f u e  
e l  que  mas s e  apa r t6  d e l  mecanismo c l%s ico  mediado por receptcres .  
- L i s i s  c e l u l a r :  
- Doble enlace 1,2 : no a f e c t a  l a  ac t iv idad ,  aunque produzca d i f e -  
r enc ias  en cuanto a la i nh ib ic i6n  en l a  incox 
poracidn de 3 ~ - ~ d i n a  a ARN, l o  cua l  i a p l i c a  
una  dis6ciac i6n  de e fec tos  aGn e n  e l  caso d e l  
mecanismo gen6mico. 
- Hidroxilos l l p ,  170(y~21:  importancia s i m i l a r  a las observahas 
vo en 10s casos en que e l  e s t e r o i d e  no 
sigue e l  mecanismo c l6s ico  a l a  concell 
. t r ac i6n  ensayada (log4 MI. 
- En 10s e s t e r o i d e s  que presentan e l  mecanismo no gen6mico de inh& 
bic ibn ,  e l  e fec to  l i t i c o  desaparece (2 y 1 ~ )  o r e s u l t a  considerg 
blemente menor (4 y 12) a su accibn i n h i b i t o r i a  sobre l a  i n c o r p ~  
r ac idn  de 'H-uridina. 
CAPITULO VI 
PARTE EXPERIYIENTAL 
una unidad de d i s c o s  magn6ticos Sykes-7000. 
V I  , I . Generalidades:  
Los puntos de  fusi6n (Pf) fueron determinadbs en  un apg 
r a t o  Fisher-Johcrs y no esth  corregidcs. 
Los e s p a c t r o s  de  resonanc ia  aagng t i ca  n u c l e a r  ee 
t ivamente  en un espectr6metro  Varian XL-100-15, operando por  pul- 
* 
s o s  y t r a n s f o m a d a s  de Fozrier, con uns ccbxptadcra 620fi-100 y 
Se u t i l i z 6  C D C l j  como solvente, except0 en 10s casos  en 
I 
- - 
que se i a d i c a  l c  ccn;raric. rr: tcfns ,as le:rrs.ir.zci~res se u t i l i  
z b  t e t r a m e t i l s i l a n o  (n!S) como r e f e r e n c i a  i n t e r n a .  Los desplaza- 
mientos quimicos ( b )  se expresan en p a r t e s  por mi l l6n  (ppm) r e s -  
pec to  d e l  TMS y l a s  cons t an t e s  de acoplamiento (J) en Her tz  (Hz). 
Las s e a a l e s  en FMN-IH s e  i n d i c a n  en cada caso  como 5 ( s i n g u l e t e ) ,  
d  ( d o b l e t e ) ,  t ( t r i p l e t e ) ,  &I (doble  d o b l e t e ) ,  & ( c u a r t e t c ) ,  (mu& 
-
t i p l e t e l ,  & (banda ancha) .  Los e s p e c t r o s  d e  RXN-IH se obtuvie ron  
en tubos  de 5 mm apl icando  pu l sos  de 90' y un tiempo de r e p e t i c i h  
d e  4,7 segundos sobre  un ancho e s p e c t r a l  de 1500 Hz.  Los e s p e c t r o s  
de % ~ N - ' ~ c  s e midieron en tubos  de 12 mrn a ~ l i e a n d a  pu l sos  de 70' 
con un tiempo d e  r e p e t i c i d n  de 2,Z segundos, o en tubos  de 5 m a- 
p l i cando  pu l sos  de 45* con un tiempo de r e p e t i c i b n  d e  0,7 segundos 
sob re  un ancho e s p e c t r a l  de 5400 Hz. 
Los e s p e c t r o s  de R Y R - ' ~ C  totalrnente desacoplados de ' 2  
se obtuvieron por irradiacibn.de 10s a una frecuencia central 
correnpondiente e 4 ppn nadulada por un bsrrido de onda cirdraba. 
Los espectros de mN-13c con irradiaci6n selectiva fue- 
I ra de resonancia (SFORD) se cbtuvieron per irradiaeidn de 10s ' 8  
a una frecuencia finica correspondiente a -4, 0 6 10 p p .  
Los es~ectros de R M A - ' ~ C  totalmente acoplados a 1~ con 
1 - efecto nuclear Overhauser, se c5tarieroc cono los  totzl~ezte dess - 
coplados -per0 apagando el desacoplador durante el periodo de adqui 
1 s i c i 6 n  de datos. 
Los espectros de WN-'~$-APT fueron obtenidos por el R& 
& ... todo de eccs de spin con desaco~ le  alterzzde se&n el stgiziente 













Los espectros de masas(e.m.)se realizaron a 70 eV en UQ 
espectr6metro de masas Varian-Nat-CH-?A, comandado por ona compu- 
tadora Varian-Mat-Data-System 160 usando una teletipo Tektronix 
4010-1 y un im~reaor Tektronix 4631, por insercibn directa de la 
nuestra. 
Las cromatografias gas-liquid0 acopladas con espectroms 
t r i a  de masas (cgl-em) s e  r e a l i z a r o n  con u n  crornat6grafo gaseoso 
Varian 1440 acoplado a1 espectr6metro de masas a n t e s  mencionado, 
u t i l i zando  una colurnna d e  vidrio (1,8 rn x 2 mm d e  digmetro in tern01 
de f a s e  OV-17 3% sobre Chromosorb. 
Las cromat o g r a f i a s  gas-lfquido ( cg l )  fueron realizadas 
en un c r o ~ a t 6 ~ a f o  gzsecso Zealett-Psckmd 5330-8 con dezector de 
ionizacibn de llama, equipado con una columna c a ~ i l a r  de s i l i c a  
fundida (12 m x 0,02 mm de d i h e t r o  in te rno)  r e v e s t i d a  con metil-  
s i l i c o n a  (Hewlett-Packard) desa r ro l l adas  con temperatura programs 
da entre 170 y 280°C a una velocidad d e  f+°C/~innto. 
La cromatografia f i q c i d a  de zl ta  resoluc i6n  (czar )  a n a l i  
t i c a  se r e a l i z 6  en un  cronat6grafo l i q u i d 0  Hewlett-Packard 1084 can 
de tec to r  de i n d i c e  de r e f r a c c i h  e inyecto- a c t o ~ i t i x  d e  voluxen 
var iable .  Se u t i l i z a r o n  dos c o l u ~ n a s  en s e r i e  (500 y 250 mm de lw 
go, 3 ,6  mm de d i h e t r o  in te rno)  rellenas con Lichrosorb RP-18 10p, 
metano1:agua ( 9 5 : 5 )  como eluyente y un f l u j o  de 2 ml/minuto. 
L a  cromatografia l f q u i d a  de a l t a  resolucibn prepara t iva  
fue rea l i zada  en un cromat6srafo l f q u i d o  g i c r o a e r i t i c s  equipado con 
inyector  l r anua l  (mode10 730) y de tec to r  de tnd ice  de refracci6n.  
Las separaciones se  r e a l i z a r o n  en una colurnna Al l tech  R-SIL C-13E 
(500 mm de largo x 10 EP! de ~ ' i i m e t r o  in te rno)  con metanol cono so2 
vente  d e  eluci6n a uo f l u j o  de 8 ml/minuto, o en una colurnna Altex 
Ultrasphere ODs (250 nm de l a r g o  x 10 ma de d i s n e t r o  i n t e r n o )  ccn 
metanol:agca ( 9 5 : 5 )  como solvente  de eluci6n a un f l u j o  de 4 m l / d  
nuto. 
Las cromatografias en capa delgada ( c c d f  a n a l f t i c a s  se 
r e a l i z a r o n  u t i l i zando  como fase  fija s i l i c a g e l :  Alugraa Eano-SIL 
G'uv254 y Alugram SIL G/UV (Macherey-Nagel Diiren) , 6 alfimina: 254 
Polygram ALox ~ ~ I ' U V ~ ~ ~  (Eacherey-Nagel %ren).  
En e l  t e x t o  ccd s e  r e f i e r e  a cromatografla en  capa d e l g s  
da de s i l i c a g e l  sa lvo  donde s e  especif ique l o  cont rar io .  
Los reveladores  para ccd u t i l i z a d o s  fueron: 1 )  rapores  
de 12, 2) E2S0,+ (50 5 )  eale~tazientc a 155°C, 31 Observz:ibn a 
luz  UV a 254 nm. 
Las cromatografias en capa delgada prepara t iva  se r e a l i  
zaron en s i l i c a g e l  GF/25J+ 6 PF/254 (Merck) 6 alfimina GF/254 (Merck), 
sobre p lacas  de v i d r i o ,  oSserv&n5clas lnego d e l  d e s a r r o l l o  a l a  l u z  
UV a 254 nm. 
Los so lventes  de desa r ro l lo  u t i l i z a d o s  en ccd, t a n t o  an& 
l i t i c a  como prepmat i va ,  
3) benceno 6 tolueno,  4) bencena:acetato de e t i l o  6 tolceco:acetz- 
t o  de e t i l o  en d i s t i n t a  proporci6n ( s e  e s p e c i f i c a  en cada caso) ,  
5 )  a c e t a t o  de e t i l o .  Se u t i l i z b  l a  t6cnica  ascendente. Siempre se 
-. 
obtuvo mejor resolucibn con l a s  mezclas de so lventes  que contenian 
benceno que con aque l l a s  que contenian tolueno, per0 dada l a  toxi-  
cidad d e l  primer0 s e  u t i l i z 6  en general  e l  segundo sa lvo  imperiosa 
necesidad. 
Las cromatografias en columna . (cc)  s e  r e a l i z a r o n  u t i l i zando  
comc adsorbente s i l i c a g e l  grado 923, malla 200-300 (Davidson Cheaical) , 
s i l i c a g e l  H (Merck) y zlGaina neutra  (Woelm). Las columnas de silL 
cage1 H ( t a m a ~ o  de pa r t i cu la :  10-40 micrones) fueron e lu idas  bajo 
presibn u t i l i z a n d o  a i r e  comprimido. 
En e l  t e x t o  cc se r e f i e r e  a cromatografia en c a l m n a  de 
~ilicagel sa lvo  donde s e  especifique l o  c c n t r a r i o .  
Los s o l v e n t e s  fueron purif icados por des t i l ac ibn  y evapQ 
r ados  a pres i6n reduc ida  a menos d e  50°C en Rotavapor-R (Buchi). 
Las mezclas de s o l v e n t e s  estan expresadas  en relaciones 
de volfimenes (v:v). 
VI.2, Sintesis de pregnanesteroides: 
A una solucidn ae corticosterona (6) (boo mg) en pirid2 
na seca ( 4  ml) enfriada a O°C se le agrregb con agitaci6n,cloruro 
de netanosulfonilo t?,4 =I>. h e g 2  do 3 ks a cog se P C ~ C ~  en a g a  
fria y se extrajo con CH2C12. La fase orgenica se lavd con agua, 
se secb con MgSO anhidro, se filtrb y se evapor6 el solvente. 4 
El compuesto obtenido (22) se d i s o l v i 6  ea una solucibn 
de IKa ( 4  g) en Gcido ac6tico glacial (60 ml) y se dej6 con agitg 
ci4n a temperatura ambiente. Luego de 24 hs la soluci6n se volcb 
en una solucidn acuosa de fla-3So3 (10 %) y se ex t ra je  c c ~  CH C1 2 2' 
La fase orghnica se lavd con aya, se sec6 con EgSO anhidro, se 4 
filtr6 y se evapor6 el solvznte. 
El product0 crudo se purific6 por cc (CH2ClZ como solvep 
te) obtenihndose 1 l e  -hidroxiprogesterona (320 mg) homogkneo en ccd 
-. 
(solvente 4 (1: 111, Pf 187-8OC (Lit.: 185-7OC) 162, identico espes 
troscopicatnente ( R M N - ' ~  y M:N-'~c, dascriptos en las tablas 111-9, 
p6g. 151, y 111-12, p&g. 205, rescectiva~ente) a una muestra aut& 
tica. 
Se d i s o l v i 6  progesterona (~)((1 g) en tetrahidrofurano 
( 5  nl) y metanol ( 3 ,7  m l ) .  La solucibn se enfri6 a O°C y se agrepb 
CaO (1,5 g). A la mezcla se  le agreg6 luego I2 (1,5 g) disuelto en 
-, 7 
I - I.. 
te t rah idrofurano ( 2 , 5  nl), metanol (0,8 ml) y CaCIZ (0 ,2  m 1  de tiria 
soluc ibn  acuosa 500 d l i t r o )  y s e  c d e n t 6  a 10-1 5OC. Luego de 3 hs 
a esa ternperatura, se diluy6 l a  solucibn con CR2Cl2 ( 1  50 m l )  , se 
f i l t r 6  y se volvi6 a d i l u i r ,  e s t a  vez con k t e r  e t i l i c o  (150 n l ) .  
L a  soluci6n r e s u l t a n t e  se lavb  con INa (solucihn acuosa 
a1 15 %) y se secb con KgSO anhidro. Por evaporaci6n d e l  solvente  4 
se obtuvo 21-iodo-prcgestercna (a) cae se c t L l i z 6  iizieeiatmecte, 
Lao(-iodocetonz sa d i s o l v i b  en acetona ( 5 2  31; y se l e  
agregd una mezcla de Bcido acetic0 ( 1 7 , ~  ~ 1 )  y t r i e t i l a ~ i n a  (26.3 
ml). La solucibn se calentb  a r e f l u j o  45', s e  e n f r i 6  y se volcd en 
agua-hielo <125 ml). 32 ~ r o S u c t o  se extra j3  csz "-2 2' La rase 02 
g h i c a  se lavd con a g a  has ta  neutralidad, se secb con XgSO anhi- 4 
dro y s e  evaporb e l  solvente.  
Y 
~i prcd:cts z;~i;=s= res,=t,-.rs ss Z I S C ~ ~ E  Z zetam1 
( 6 5  ml) y s e  agreg6 NaXSQ, (15 ~1 de solucibn acuosa a1 10 $1. La 
solucibn s e  calentb a r e f l u j o  1 hora,  s e  concentrb a presi6n redy 
cida y s e  e a t r a j o  con CH2C12. La f a s e  o r g h i c a  se lavd con agua, 
s e  sec6 con i.!gSO anhidro y s e  l l e v d  a saquedad a presibn reducida. 4 
El prodccto obtenido (21 -acetoxiprogesterona (a)) fue 
h idro l izado mediante e l  s igu ien t  e procedimiento: s e  d i so lv ib  e l  
esteroj.de en metar.01 (10 ml) y s e  agregb ( 2  r n l  de solucibn 3 
cuosa a1 10 ?A) a tenpera tura  ambiente ba jo  a t m b f e r a  de N2. Luego 
de 10' s e  volc6 en apua (50  ml) y s e  e x t r a j o  con CH2C12. La fase 
organica se  lavb  con agua hasta neut ra l idad ,  s e  sec6 con NgSO 4 an- 
hidro  y se evaoor6 e l  solvente  a pres ibn  reducida.  E l  ~ r o d u c t o  re- 
s u l t a n t e  se ~ u r i f i c i  por cc (CH2C12:acetato d e  e t i l o  ccno elugente) 
obteniendose 11-desoxicorticosterona ( 4 )  (580 mg) homoggneo en ccd 
. -" -..- *,m 
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(solvonte 4 (1 :1 ) ) ,  Pf 11+i?-3°C ( L i t . :  141,5-2,5°C) 
i 1 espectroscopieamente (m- y m-13c, desc r ip tos  i 111-9, pQg. 181, y 111-12, p6g. 205, rbspectivamen 
tra a u t 6 n t i c a .  t 
en las tablas 
t e )  a una mues- 
Ut i l izando l a  secuencia de s i n t e s i s  d e t a l l a d a  en e l  caso 
de 1 lp-hidroxiprogesterona (21 e n  e l  punto VI .2. I. pero part iendo 
de c o r t i s o l  (8) (100 mg) s e  obtuvo 21-desoxicort isol  (5) (68 mq), 
Pf 227-8'6 ( L i t , :  226-8OC) , i d e n t i c o  es~ect roscopicamente  (flim- 
y R E ~ N - ~ ~ c ,  des r ip tos  en las t e b l a s  111-9, abg. 181, y 111-12, 
D Q ~ .  205, respect ivw-ente)  a m a  ~ u s s t r a  a z t g ~ t i c a .  
I En es te  -. caso s e  a p l i c d  l a  secuencia de 21-hidroxilaci6r1, 
11 . indicada en VI.2,2., a I?#-hidroxiprogesterona (3) (100 mg). La 6- n i c a  d i f e r e n c i a  con la secuencia deta1lad.a e s  que no s e  r e a l i d  e l  
I t r a t a m i e n t o  con NaifSO 3' Se obtuvo asi  cortexolona ( 2 )  (60 ma), Pf 
1 203-4'C ( L i t .  : 200-5OC) 64, i dbn t i co  espectrosccpicanente (RMN-'H 
y w - l 3 c ,  desc r ip tos  en l a s  t a b l a s  111-9, p&g. 151, y 111-12, oag. 






quinona (DDQ) 39 ( 1,:-1,5 equivalentes)  en beneeno anhidro (2 r c l )  
s e  calentaron a r e f l u j o  durante 24 hs, 
Luego de e n f r i a r ,  l a  solucibn r e s u l t a n t e  s e  pas6 por una 
columna de alGmina neut ra ,  eluyendo con ace ta to  de e t i l o ,  o b t e n i . 6 ~  
dose- e l  producto l i b r e  de r e a c t i v o  (DDQ) y de l a  hidroquinona fc r -  
nada en l a  reaccibn. Es te  se cur i f ic6  por r e c r i s t a l i z a c i b n  de ace- 
t a t o  de  et:lo/hexznc, dazdc l z p r  a ~'-~rs~esterzza ($ ; 18 ag) kp 
- mogbnea en ccd ( so lven te  4 (2: 111, Pf 151-2OC ( L i t .  : 152-j°C) 165 ¶ 
ca rac te r i zada  por e.m.(Tabla 111-2,&. 154) W - ~ A  (Tabla 111-9, 
p&g. 181) y RMN-13c (Tabla 111-12, p&g. 205). 
i. Mktodo A: ae r e a l i z 6  l a  oxidaci6n de 11  -hidrcxiprogesterona (2 )  B 
(120 mg) con I)Dq, de acuerdo al lsetodo geze ra l  indicado en '.'1.2. 
5. E l  producto crudo fue pur i f icado por r e c r i s t a l i z a c i b n  de ace ta-  
t o  de eti lo/hexano , obtenigndose 1 1 p-hidroxi-pregna-1 ,4-dien-3,20- 
diona (u) (96 mg) , Pf 241-3OC (L i t . :  242-J°C) 46, carac ter izado 
1 por e.m.(Tabla 111-2,pbg. 1541, md1T- H (Tabla 111-9, ohg. 181 ) y 
R M I J - I ~ C  (Tabla 111-12, page 205). 
ii. MQtodo B: se  empleb l a  m i s m a  reaccibn d e l  mktodo A salvo que 
se p a r t i 6  d e  1 1 j9-h+ droxi-5apregna- J ,20-diona (2) ( 120 mg) , 
u t i l i z & n d o s e  una mayor p r o ~ o r c i d n  de DDQ (210 mg). El product0 oh 
ten ido  se p u r i f i c b  por cc ( s i l i c a g e l  H, to1ueno:acetato d e  e t i l o  
como solvente)  y r e c r i s t a l i z a c i b n  de a c e t a t o  de eti lo/hexano, ob- 
1 teniendose A - 1 1p-hidroxinrogesterona (10) (90 sg) cuyas carac te-  
ron  con 10s pel producto obtenido por e l  metodo A 
i. NQtodo &: 174-hidroxiprogesterona (3) (501 mg) fue oxidado con 
DD$ s e L 4 n  se i n d i c a  en VI.i!,?., p r i f i c & c d o s e  e l  pradzc to  resul- 
t a n t e  por r e c r i s t a l i z a c i 6 n  be a c e t a t o  de et i lo /hexano.  Se obtuvo 
as5 17a(-hidroxi-pregna-1,4-dien-3,20-diona (11) (452 mg?, Pf 248- 
51°C ( L i t . :  245-62Oc) 44, c a r a c t e r i z a d o  por eon. (Tabla  111-2, pSg. 
--- 154), I?&!N-'H (Tabla 121-9, psg. 151) y -=-I% ("ablz r i ~ - 1 2 ,  gig. 
205) .  
Ti. Hgtod:, z: se d i s o l r l 6  I ~ ~ - ~ ~ ~ r ~ ~ y r a g f t = t c ~ t : : z  ':z: <23 ng) en 
ac id0  a c 6 t i c o  g l a c i a l  ( 2  ml). Se agregd Qcido p-to luensul fhL 
c o  (20 mg) y anh id r ido  acEt ico  (0,4 ml) y se de j6  l a  so iuc i6n  a 
temperatura  ambiente duran te  48 hs. A1 cabo de ese tiempo s e  vol-  
cb l a  so luc i6n  en N ~ H C O  (20 ml de e o l u c i d n  acuosa a1 10 96) y se 3 
e x t r a j o  con CH2C12. La fase organica  s e  l a v d  con agua hasta neutrg 
l i d a d ,  se sec6 con KgSO anhidro  y se evapor6 e l  so lven te .  La 174- 4 
a c e t o x i ~ r o g e s f e r o n a  (2) (21 mg) obten ida ,  de c o n s i s t e n c i a  a c e i t o -  
sa, homoggnea por  ccd ( s o l v e n t e  4 ( 2 :  1  I), fue  oxtdada con DDQ 
en las  condiciones  gene ra l e s  mencionadas en VI.2.5., obtenigndose 
I 
e l  A -derivsdo cor respondien te  (u) (19 mg), homogkneo For ccd (so& 
ven te  4 ( 2 : l ) ) .  Finalmente e l  producto a n t e r i o r  fue h i d r o l i z a d o  dA 
solviendo e l  mismo en e t a n o l  (30 ml) y agregando Na2C03 ( 7  mi de 
s o l u c i 6 n  acuosa 8 mg/ml>. La mezcla de reacci6n se calent6 a r e -  
flujo. Luego de 24 hs s e  volcb en agua (75 nl), s e  n e u t r a l i z 6  con 
Acid0 ac&t ico  y s e  e x t r a j o  con CH C1 La f a s e  o r g h i c a  s e  lav6 con I 2 2' I 
agua, s e  secd con MgSO anhidro  y s e  eveporb el solvente .  La r e c r i g  i 4 
t a l i z a c i 6 n  de a c e t a t o  de etilo/hexano produ jo 174-hidrcxi-pregna- 
1,4-dien-3,20-diona (11) ( 16 mg) cuyas c a r a c t e r l s t i c a s  espectros- 
cdpicas  (e.m., RMN-'H y RNN-l3~) y PI coinc id is ron  con lzs d e l  pro 
ducto obtecido F o r  e l  c5to2z A. 
iii. Nhtodo c: Se d i s o l v i b  174-hi2roxipropesterona (3) (500 ng) en 
acid0 fbrrnico ( 6  ml) y s e  agregb Bcido p-toluensulfbnico (60 
mg). La solucibn r e s u l t a n t e  s e  de jb  a teaperatura ambiente 48 hs. 
L a  mezcla de reaccibn se volcb en aguz (60 ml) y ss e x t r a j o  con 
CH2ClZ. La fasp orgdnioa se lav.3 c o l  a-a basta r e u t r c i d a d ,  se se 
c6 con MgSO anhidro p se e v a ~ o r 6  e l  solvente.  
- 
4 
31 es te ro ide  f o r - i l a d o  (u! oktezidc (535 rig), %omog&neo 
por ccd (so lvente  4 ( 2 : l ) )  fue oxidado con DDQ en las condiciones 
1 generales detalladas en VI.2,5,, ais lhndose e l  A-derivado cor re5  
pondiente (&) (330 mg) , homogeneo por ccd (so lvente  4 ( 2 :  1 ) )  . 
Finalmente e l  product0 a n t e r i o r  fue  hidrol izado d i s o l v i e r  
do e l  mismo en zetano1 (50 ml) y agregando ROH ( 6 , 5  ml de soluci6n 
acuosa a1 I %). La mezcla d e  reaccibn s e  dejb a temperatura ambiea 
t e .  Luego d e  24 h s  se  neu t ra l i z6  con Qcido ace t i co ,  se concentr6 y 
se  volc6 en agua. Se extrajo coo CH C 1  La fase orgAnica se lav6 2 2' 
con agua, se  secb con HgSO anhidro ,  se  evaporb e l  solvente  a >re- 4 
si6n reducida,  y se p u r i f i c b  por r e c r i s t a l i z a c i b n  de a c e t a t o  de  e- 
t i lo/hexano,  obteni6ndose 174-hidroxi-pregna-1,4-dienn3,20-dFoc2 
Y I(MN-'~C) y Pf coincidieron con las del producto obtenido por e? 
metodo A. 
Se disolvid 1 1 -desoxicorticosterona (4) (398 mg) en pirL 
- .' . dina seca ( 8  ~ 1 )  y so a y r ~ g $  zf25=iBc  acgt ico  ( 3  11!, ze;anccse 
la soluci6n a temperatura ambiente. Luego de 24 hs se volcb en HC1 
acuoso. (8 ml de HC1 concentrado + 80 ml de agua) y se extra30 con 
C H 2 C l p .  La fase orghnica se lev6 con agua hasta neutrii l ldad, se ss 
c b  con NgS04 anhidro y se evapord el solvente a presidn reducida. 
La 21 -acetoxiprogesterona (a) obtenida (360 ng) , homo& 
nea en ccd (sclvente L (3:1)), fze oxidzda coo DDQ en las coodicip 
1 
nes generales indlcadas en Ti1 . Z . 5 .  aislgndoso el A -derivado correg 
pondiente (52) (279 ng) i s ? - z i f i c s d o  con una pequeEa czrtidad de 
a (determinado por ccd). 
Finalrnente la mezcla anterior fue hidrolizada disolviea 
do la misna en etanol (20 ml) y agresando B 2 SO 4 (2 gotas). La solp 
ci6n resultante se calent6 a reflujo. Luego de 36 hs se v0lc6 en 
agua (140 ml) y se extrajo con CH2C12. La fase orgbica s e  lave 
con agua hasta neutralidad, se secd con &SO4 anhidro y se evapord 
el solvente. For cc (benceno:acetato de etilo como solvente de ely  
c ibn)  s e  obtuvo 21 -hidroxi-pregna-1 ,4-dien-3,20-diona (u) (222 ng) 
que sc recristaliz6 de acetato de etilohexano. Pf 202-k0C f~it.: I 
203- f+OCj  166. El producto se ceacterio6 por e.m. (Tabla 111-2, ~ $ 3 .  
154), RMM-'H (Tabla 111-9, p&g. 181) y I?FN-'~C (Tabla 111-12, ~65. 
205).  
La h i d r b l i s i s  d e l  a c e t a t o  52 ta~bi6n se l l e v d  a cab0 en 
l a s  condiciones  i n d i c a d a s  en  VI.2.2. obteniendose iguales r e s u l t s  
dos  que  en l a  secuencia  a n t e r i o r .  
i, Mgtodo 4: U t l l i z a ~ d 2  1 s  secuencia de s f 3 t e d s  defalla5a ec T.l, 
2-1. para  l a  e l iminac i6n  d e l  h idroxi lo-21,  pa r t i endo  de prednL 
so lona  (16) ( I00 mg) se obtuvo 1 l a ,  1 p(-dihidroxi-pregna-l,4-dien- 
3,200diona ( )  (64  ~ g ) ,  Pf 258-60°C L i t .  : 258-gOc) IG7, ca rac te -  
r i z a d o  por  e.rr.. (Tabla 111-2, p8g. 154) , %i-'i! (Tabla 111-9, p l g .  
181 1 y R ~ D ~ - ' ~ C  (Tabla  111-12, pAg. 205). 
it. EIBtodo a: Se d i s o l v i 6  21-desoxLcortisol  (9) (7  E en benceno 
,j D32 (7  zg), calent&ndose l a  so luc ibn  anhidro  ( 2  EL) g se agr5- 
a reflujo duran te  24 hs .  Se recuperb e l  e s t e r o i d e  de  ~ a r t i d a  s i n  
r e a c c i o n a r  ( ana l i zado  por  XMN-' H) . 
- .  
La r eacc i6n  se r e g i t i b  u t i l i z a n d o  un gran exceso de 3Dq 
( 5  q u i v a l e n t e s )  y prolongando e l  tCempo de calentamiento a 48 hs ,  
1 logrgndose una convers ibn e n  e l  A -derivado (fi) d e l  20 k ( e l  gro- 
duc to  s o l o  s e  a n a l i z 6  por  RE.DI-'H ( f i g u r a  8,  pBg,39)).  
%ti. Ivl6todn g: 21-desoxlcor t i so l  (5)  (21 mg) fue a c e t i l a d o  en las 
condic ionss  &idas i nd i cadas  en e l  punto V1.2.7.ii.. El pro- 
ducto  ob ten ido ,  ana l i zado  por  ccd ( s o l v e n t e  4 ( 1 : l ) )  presen t6  aos  
mafichas (de similar i n t e n s i d a d  y R f  asyor  que 51, c o r r e s ~ c n d i e n t e s  
- 
a un mono (w) y e l  d i a c c t a t o  (u) del ~ s t e r o i d e  de pnrtida. La oez 
cia fue oxidada con DDQ W l a s  condiziones generakes d e t a l l a d a s  en 
VI.2.5. obteniQndose una m z c l a  de c u a t r o  productos correspondien- 
1 t e s  a 10s mono y d iace ta tos  de 21-desoxicor t i so l  y su A -derivado. - 
La ~ e z c l a  f u e  sometida a ias c o n d i c i o ~ e s  d e  h i d r 6 l i s i s  5cida deta- 
I 
lladas en VI -2.8. ~roduc i6ndose  la besaparici6n de 10s corn~uestos  I 
de mayor Rf ( d i a c e t a t o s  & y a), quedaado s o l o  10s dos e s t e r o i d e s  
de menor R, (u y a). Find-mente la h i d r b l i a i s  k&sice  en las  con- 
* 
dic iones  d e s c r i p t a s  en VIe2.7-'11. produjo 11P,17d(-dihidro~i-~~~~~a- 
1,4-dien- J ,20-diona (u) ( 17 mg) i ~ p u r i f i c a d a  con e l  esteroi.de d e  
p a r t i d a  (3) (25 5 6 ) .  La mezcla, s i n  s e p a r a r ,  fue ca rac te r i zada  por 
1 RMN- H coincidiendo ccn 1 0 s  espectros de 10s cons t i tuyentes  cor reg  
pondientes.  
- - \  r i v ,  Kgtodo 2: 21-desox5c~r t i s t l  121 \+C,S ~ . g )  f u e  fornilado en las 
condiciones indicadas  en VI - 2 . 7 . i i i .  c b t e n i h d o s e  un p r o d ~ c t o  
( 41 rns) homog6neo por ccd ( so lven t@ 4 ( 1 : 1 ) 1. 
1 RMN- H. ppm: 0,91 (8 ,  3 H ,  C$-18), 1930 (8,  3H, CH3-19), 2.25 (8,  
JH,  CII 211, 5,65 (m, 1H, H-lld),  5,69 (ba,  1H, A-41, 3- 
E l  compuesto a n t e r i o r  f u e  oxidado con DDQ en las  condicip 
nes genera les  indicadas en VI-2-5., obtenigndose un product0 pr in -  
c i p a l  acompaiiado de una pequefia cantidad d e l  formil  derivado de par_ 
t i d a ,  anal izado por ccd (so lvente  4 1 : 1 1 , hidroliz&ndose e s t a  mez 
c l a  en las condiciones b&sicas  d e t z l l a d a s  en VI.2.7.iiie, De la rnez 
c l a  final d e  reaccibn s e  p u r i f i c 6 ,  por cc (benceno: e t ano l  como sol 
vente de elu ci6n) y r e c r i s t a l i z a c i b n  de a c e t a t o  de  eti lo/hexano, 
I I?, 17~(-dihidroxi-?reena-1,4-dien-3,20-diona (11) ( 13 mg) eoincidep 
te espectroscopicanente (e.m., RMN-IH y R M N - I ~ C )  con el product0 
obtenido por e l  m6todo A,  
v. MBtodo E: a una solucibn de t r i e t i l a m i n a  anhidra ( 4  zl) en e t e r  
e t i l i c o  anhidro (12 ml) s e  agregb c lo ru ro  de ~ e t o x i e ~ o x i m e t i l o  
(MENCl) (2 ,4  ml) y s e  dej6 a temperatura ambiente. h e g o  de 17 ks 
se decant6 e l  ~ r e z T r i t t i d a  f c - ~ z Z o ,  clorurc de t ~ i e t i l ( ~ ~ t o x i e 5 o x ~  
meti1)amonio (MD41JEtJC1), descarthndose l a  f a s e  e terea .  h precipL 
tad0 s e  d i s o l v i 6  en a c e t o n i t r i l o  anhidro (20 all y s e  agregb 21-dg 
s o x i c o r t i s o l  ( 2 )  (140 ag) . La soluci6n se calent6 a r e f l u  jo. Luego 
de 4 h s  se volc6 l a  mezcla de reacci6n en agua (25 ml) y se extra 
jo con CA2C12. La f a s e  orgdnica s e  lav6  con agua, s e  sec6 con WgSO 4 
anhidro y s e  evaporb e l  solvente.  E l  producto cbtenido (5) (169 zp) 
r e s u l t 6  homogQneo gor ccd (so lvente  4 ( 1  : 1 1). E l  anilisis pol. %9:-'ii 
indicd  l a  presencia  de c c - ~ ~ e s t o s  de tLpo XE-f, por l o  c ~ a l  s e  ;rc- 
cedi6 a ~ u r i f i c a r  el product0 por cc (benceno:acetato de e t i l o ) ,  
obtenikndose e l  e s t e ro ide  protegido en f o r ~ a  pura (60 mg) . 
1 R M N - H .  ppm: 0,98 (s, JH, CH3-181, 1,44 ( s ,  3H, CH3-191, 2,2e ( s ,  
3 H ,  CH3-211, 3,JS (s, 3H, CH3-1*f@iOR), 3,40 ( s ,  3H, CH,- J 1 
I4SMOii), 3 , 5 6  (dd, J=6 y3 Hz, 4H, CH2CH2-MmOR), 3,72 1 
(dd ,  J=6 y j  Hz, 4 H ,  CH2CHZ-MPIOR), 4,26 (m, 13,  H-IILX), 
1+,77 ( s ,  2H, CH2-lgIWOR), 4,85 ( s ,  2H, CH2-MWO3), 5 ,59  
(ba, I H ,  H-4). 
!& fue  oxidado con DDQ e n  l a s  condiciones penerales  indL ( 
1 
cadas en VI .2.5. , obtenihndose una rnezcla d e l  A -derivado corresoon 
d i e n t e  (50) ( p r i n c i c a l )  y d e l  e s t e ro ide  s i n  r e a c c i o ~ a r  , analizado 
For ccd (solvente 4 1 1  ) )  Esta rnezcla se disolvi.6 en  CH2C12 seco 
(el menor volumen necesar io)  (0,5 ~ l i  y se zgreg6 i ~ u a l  volumen 
de TiCl,+. La solucibn r e s u l t a n t e  se dej6 30' a temperatura ambiea 
t e  bajo atmbsfera de A 1  cab0 de e s e  tiempo s e  volc6 en NH OH 2' 4 
(soluci6n acuosa sa turada)  (100 ml) y s e  e x t r a j o  con CH2Clpo La fz 
se o r g h i c a  s e  lavd con Be1 d i l u i d o  (solucibn a1 1 %) y luego azua 
hasta neut ra l idad ,  se secb con MgSO anhidro y s e  evapor6 e l   solve^ 4 
1 t e ,  obtenigndose 24 mg de x a  ~ezcla de A-21-?es~xiccrt9ssl (E? p 
e l  es te ro ide  de p a r t i d a  (3) (85:1 51, l a  cua l  s e  r e so lv i6  por ccd 
prepara t iva  ( aliimina, tolueno: a c e t a t o  de e t i l o  ( 3 :  2) deserrollado 
3 veces).  L a s  bandas correspondientes se  cor taron ,  se colocaron en 
columnas crorcatogr&ficas y se eluyeron con a c e t a t o  d e  eti.10. Las 
1 
c a r a e t e r i s t i c a s  e s ~ e c t r ~ s c 6 y ; l c a s  (e.m., IMN- H y ZW-'~C) y Pf de 
as5 obtenido coincidieron ccn las d e l  productc s i n t e t l z a d o  For 
e l  metodo A. 
Cortlcosterona (6)  (300 mg) f u e  a c e t i l z d a  u t i l i zando  e l  
m6todo indicado en VI.2-8. obtenibndose e l  21-acetato correspondien 
t e  (2) (340 mg) homoakneo por ccd (so lvente  5). El compuesto aceti- 
l ado  as$ obtenido s e  oxid6 con DDQ en l a s  condiciones generales  d g  
t a l l a d a s  en VI,2.5.. Esta reacci6n d io  l u s a r  a  un producto lev-emeq 
1 t e  amar i l lo  (280 rr.gj, formado r i n c i p a l n e n t e  por e l  A -6erivado CQ 
rrespondiente  ( 2 1 ,  anal izado For ccd (so lvente  51, e l  c c a l  f u e  sg 
metido a l a  h i d r 6 l i s i s  Bcida desc r ip ta  en VI.2.8,. El product0 re -  
s u l t a n t e  se  p u r i f i c b  por cc (bencen0:acetato de e t i l o )  g r e c r i s t a -  
l i z a c i b n  de ace ta to  d e  eti.lo/hexano obtenigndose 11/3,21 -d ih idro :~i -  
!4 
pregna-1,4-dien-3,20-diona (14) (240 mg) , Pf 226-8OC (Lit . : 227- 
1 30°C) j6', caracterizado por e.m. (Tabla 111-2, phg. 1541, RKN- H 
(Tabla 111-9, p6g. 181) y (Tabla 111-12, p8g. 205). 
1. M M  A: acltcando la secueacia 5e reaccfones de 21-fidroxila 
cibn detallada en VI.2.2, sobre 174-hidroxi-pregna-l,4-dien-3, 
20-diona (11) (460 mg) se obtuvo l 3 (  ,2l -dihidroxi-pregna-1 ,f+-dien- 
3,20-diona (11) (250 mg), Pf 240-1°C (Lit.: 234-42'C) 16', caract& 
1 
rizado por e.E. (Tabla 111-2, pig.  1541, mT- Ii (Tabla 111-9, fig. 
181) y FWJ-'~C (Tabla 111-12, p8g. 205). 
ii. 1-18todo E: se disolvid cortexolcr,s ( 2 )  en C32,C12 (8,5 ml) y se 
agreg6 fornalina ( 1 rnl de soluci6n a1 35,21 % ?/v) y HC1 con- 
centrado (1 nl). Luego de 50 hs a tel~peratura ambiente se separaron 
las fases. La fase acuosa se extrajo cod CH2C12. Las fases orghi- 
-. 
cas se juntaron, se  lavaron con NaHCO (soluci6n saturada) y luego 3 
agua hasta neutralidad, se secb con XgSO anhidro y se evapor6 el 4 
solvente. El ?roducto obtenido (51 mg), homog6neo por ccd (solven 
te 51, fue oxidado con DDq en las condiciones detalladas en VI.2.5,, 
obtenihndose un product0 ho~og6neo por ccd (solvente 5 )  de zf menor 
que el compuesto anterior, como era de esperarse de producirse l a  
Finalrente se ensayaron distintas condiciones de hidr6li 
sis (Qcido fbraico al 60 7; a 105OC; Acido acetic0 a1 50 a 93OC 3 
ambos bajo corriente de N entre 15' y 24 hs) ~roduci6nbose en tp 2' 
dos IosLcasos l a  dsscomposicibn d e l  e s t e r o i d e ,  no ana l izhndose  rns 
yormente e l  producto obtenido. 
iii. M6todo C: de una so luc ibn  de cor texolona  ( 2 )  (250 sg) y Bcido 
p- toluensulf6nico (0 ,6  mg) en benceno anhidro (100 m l )  se  deg 
t i l a r o n  10 m l  de so lven te .  Se agreg6 d i e t i l a c e t a l  de  benzaldehido 5 1 
(0,8 ml) y s e  cont inu6 d e s t i l a n d o  duran te  30' (aproxtnada-ente 55 
r n l  de s o l v e n t e ) ,  Se d e j 6  en f r i a r  l a  so luc ibn  y se n e u t r a l i z b  con 
p i r i d i n a .  Se evapord e l  so lven te  a pres ibn  reducida.  El r e s i d u o  rg 
s u l t a n t e  ( a c e i t e )  s e  purific6 por  cc ( b e n c e n ~ : a c e t a t o  de e t i l o ) ,  
obteni6ndose un producto honoggneo por ccd (alGmina, so lven te  3) 
cor respondien te  a1 17a(,21-bencilidendioxi der ivado.  d e  cortexolona.  
- 1 , I9  ( s ,  ~ B + J V ~ ,  C$-19, 57-%+57-b), 4,20 y 4,30 (d ,  ~ ' = 6  
Hz, 2H/5, CH2-21, 57-b),. 4,36 (s, 2H, CEZ-21, 12-a), 
5,69 ( b a ,  lH+lH/5, H-4, 57-a + 57-b), 5,?6 ( s ,  lH, 
7930 (m 5H+5H/5, C6E5, 57-a + 57-b). 
El producto a n t e r i o r  fue  sometido a las condiciones  gen2 
r a l e s  de oxidacibn con DDQ i nd i cadas  en VI.2.5., obteni6ndose una 
1 rnezcla d e l  A - e s t e ro ide  (58) y d e l  producto s i n  r eacc iona r ,  10s c u s  
l e s  fueron separados  por cc  (benceno:aceta to  d e  h i l o ) ,  a i s lPndose  
1 
e l  174-21 -benc i l idendicx i  deriv2do de a -cortexolona (z) en forma 
. . 
58-a), 5,78 fs ,  IH, C6HjCz02R2, a ,  6.07 (ba, 1 3  
+ 1H/5, H-4, 58-4 + 58-b), 6,Qg (s,  5 C6H5CA02R2 
~ 8 - b ) ~  6,23 (dd, J=?10;~2 Hz, 1H+lH/5, H-2, 58-q + 
58-b), 7,02 ( d ,  J=10 Hz, l H + l H / 5 ,  8-1, 9 - a  + 58-b), 
7,35 ( m , 5H+ 5W5, C6!i5 + 5F3-b) 
2 se d i so lv ib  en metanol ( 6  ml) y se l e  agregb HC1 (una 
go ta  de soluc i6n  1 N). La.soluei6n se ca len t6  a r e f l u j o  durante  15', 
se enfri.6 a temperatura ambiente y se voleb en agua (54 ml). Se ey 
t r a j o  con CH2C12. La f a s e  org&nica se lavd con agua hasta neutral& 
dad, se secd con MgSO anhidro y se evaporb 'e l  so lvente-  4 
170(,21 -dihidroKi-pregna-t,4-d.ien-3 9 2 C - o n a  (u) se afSZ 
1 6  por cc y s e  r e c r i s t a l i z 6  de acetato d e  e t f l o ,  resu l tando id6nti 
c o  (Pf, earn., RMN-'II y W - ' ~ C )  a1 obtenido por el  metodo A. 
i v .  M6todo 2: ccrtexolona ( 2 )  (51 mg) fue a c e t i l a d a  en las condicip 
n e s  Bcidas detalladas en VI .2.7., obteni6ndose una mezcla (60 
I rng) de 10s derivados mono y d i  a c e t i l a d o s ,  ana l i zada  por ccd ( s o l  
vente  4 ( 1 : 1 ) ) .  L a  misma fue oxidada con DDq en l a s  condiciones gg 
I n e r a l e s  indicadas  en VI .2.5. . 
E l  producto obtenido (40 ma) f u e  sometido a las condicip 
nee de h i d r 6 l i s i s  gcidas ( d e s c r i p t a  en VI.2.8, ) 6 bgsicas  ( d e t a l l a  
d a s  en VI.2.7.ii.) produci6ndose en ambos casos l a  descornposici6n 
d e l  es tero ide .  
En e l  caso de l a  h i d r d l i s i s  &cida e l  producto obtenido 
f u e  i d e n t i f i c a d o  cox0 21,21-dietoxi-pregna-l,4-dien-f,20-diona y 
su ?,2-dihidroanhlogo, 
de) ,  1,24 (t, J=6 Hz, 2 ~ 6 H ,  ~k CH O), I ,  , 3 ~ ,  
-3 2 
CH3-1 9 ,  A' *4-esteroide) ,  3 ,57  ( c ,  J=6 Ha, k 2 H ,  
v. Mgtodo g: cortexolona ( 2 )  (30 mg) f u e  protegido por formaci6n 
d e l  Mm-derivado en las condiciones i n d i c a d a s  en VI.2.9.v.. 
producto crudo se oxid6 con DDQ en las condiciones de ta l l adas  en 
1 VI.2.5., obteni5ndose e l  A-de r ivado  es2erzd0, i m ~ u r i f f c a d o  con una 
pequefia cantidad del es te ro ide  s i n  oxidar  t e l  cual  se  serarb por cc. 
1  RMN- H. ppm: 0,74 (6, JH, CH3-18), 1,24 ( s ,  JH, CH3-191, 3,35 ( G ,  
3H9 CH3-1blWOR) , 3 ,56  ( dd,  J=6 -y J HZ, 4 H ,  CH2CHz-KMOR) , 
3,72 ( d d  , J=6 .yJ Hz, 4H, CHZCHZ-HPIOR) , 4,32 ( d ,  ' J=20.  
Hz, 1H, Cxg-21), 4,70 ( d ,  J=20 HZ, l H ,  CHB-211, 4,78 
(8, 29, CHZ-MWOR), 4,83 ( s ,  2H, CH2-MPIOR) , 5,05 (ba,  
lH, H-41, 5 ,25  (dd, J=10 y2 Hz, 1 3 ,  H-2), 7,05 ( d ,  J= 
La e l in inac ihn  d e l  pro tec to r  se rezl iz6 como se  d e s c r i b i z  
ra en VI.2.9.v., resolvi&ndose l a  mezcla obtenida por cc (benceno: 
1 
a c e t a t o  de c ? t i l o ) ,  obteni6ndose A -cortexolona (1~) .(15 mg) i d 6 n t l  
co (Pf, e.rn., l3irn-l~ y E ~ ~ P J - ' ~ C )  a1 producto obtenido por  e l  net060 
A. 
La reacci6n de MEdNEt  C1 con c o r t i s o l  ($1 (36  mg) en a c e  3 
t o n i t r i l o  s e  I l e v 6  a cab0 en las  condiciones genera les  ~ e n c i o n a d a s  
en  VI.2.9.v.. E l  product0 r e s u l t a n t e  (50 mg) s e  i d e n t i f i c 6  corn? e l  
triMEM-derivado de c o r t i s o l  (El. 
1 RMN- H. ppm: 0,94 ( s ,  33, CH 181, 1,44 ( s ,  33, CHJ-191, 3,40 (m, 3- I 
9H, CB I*IDlGRR), 3,64 (dd, J 4 y j  Hz, 12H, CH CH -?J~EIV~OR) ,  3- 2 2 
4,26 (m, 18, - 1 1  4.40 ( 6 ,  J=20 Hz, I H ,  CHA-21), 
4,70 ( d ,  J=rO HZ, 1H, CAB-211, 4,76 (s ,  3H, CH2-EmOR), 
4,77 ( s ,  38, C ~ , - H B o ~ ) ,  1 , 3 3  (s, 3 E ,  c3,-HS?OR), 5,67 
(ba,  1H, H-4). 
El c o r t i s o l  as$ protegido fue oxidado con DDP (segfin VI. 
2.5.1, logr8ndose l a  oxidaci6n p a c i a l  e e l  e s t e ro ide  (75 ?: de c o ~  
ve r s i6n) .  Finalxente  l a  des~rotecci6n s e  r e a l i z 6  en las condiclanes 
d e t a l l a d a s  en VI.2.9.v., -purific&ndose e l  product0 por ccd preparg 
t i v a  ( so lven te  4 ( 1 : 1 ) 1. Se obtuvo prednisolona (fi) (10 mg) , i d &  
t i c a  e s p e c t r o s c 6 p i c a ~ e n t e  ( e.m. , RNN-IH y R N N - I ~ C ,  desc r ip tos  e n  
las t a b l a s  111-2, pag. 154, 111-9, p&g. 181, y 111-12, p&ge 205, 
r e ~ ~ e c t i v a r n e n t e )  a una muestra au t6nt ica .  
A una soluci6n de progesterona (1) (200 ag) en CH30D (4 
r n l )  se le agregd CH30Na (30 mg) en C$OD ( 1  ml). La solucidn s e  dg 
j b  a 25OC bajo atmdsfera de N2 durante 70 hs. 
Luego de ese tiempo, se evapar6 e l  so lvente  a ~ J r e s i h n  rg 
I ducida y el residuo se tor6 con 6ter etflico. La solucibn eterea se lev6 con a y a ,  se sec6 con MgS04 anhidro y se evaporb el sol- 
1 vente, obteniendose 2,2,4,6,6,17,21,21,21-d 9 -progesterona (6q) 




















Aplicando el metodo anterior (VI.2.13. ) sobre A -progeg 
1 terona (9) ( 100 mg) se obtuvo 4,6,6,17,21,21,21-f? 7- A -~rogesterona 
(m) (94mg) (4% d7, 28% d6, 2 9 %  d5' 24 % d4, 10 % d3, 3 % d2 
determinado por e.m. ) , cuyo espectro fiw- 1 3 ~  se presenta en la 
figura 66 (p5g. 239). 
- * 
Se r e a l i z d  el intercambio isotbpico por deuteracibn de 
1 10s hidr6genos intercambiables en A -1 74-hidroxiprogesterona (11) 
( 5 2  ~ g )  en las condiciones indicadas en VI.2.13., obtenigndose 4, 
1 6,6,21,21 ,21-d6-A -17d-hidroxiprogesterona (a) (50 mg) (5 % d6, 
,. d4, 42 '% dj, 6 % d2 deterrainado par e.m.). En el e g  30 % d5, 17 " 
p e c t r o  de RMP-'~C del misno se observ6 la desaparicibn de las seiiq 
les correspondientcs a C20 y CZ1, y la disminuci6n de la intensidad 
de las sehales de C6 y C4. 
Se d i so lv i6  c o r t i s o l  (8)  (300 mg) en d i g l i r n a  seca (10 m l )  ' 
y se  agregb DC1 ( 1  m l  d e  solucidn 0,5 N en DZO). Luego de 16 h s  a 
temperatura arnbiente bajo a tn6s fe ra  de N p ,  se ~ 0 1 ~ 6  l a  soluci6n en 
agua-hielo y s e  e x t r a j o  con a c e t a t o  de e t i l o .  La f a s e  orggnica s e  
- 
1 ~ 6  con apua, s e  sec6 con KgSO anhidro y s e  evacor6 e l  solvente.  4 
' E l  product0 obtenido ( 190 mg) r e s u l t 6  s e r  homogkneo par  
- ccd (so lvente  4 (1 : 1 1). Por R4'N-13~ ( f i g u r a  22, page 67) se obser -
v6 l a  deuteracibn p a r c i a l  d e l  e s t e ro ide  por l o  cua l  s e  r e p i t i 6  l a  
o ~ e r a c i 6 n  de deuteraci6n pero prolongando e l  t ienpo d e  intercambio 
a 70 hs .  Luego de ese tiernpo, s e  evaporb e l  solvente  a presi6n rg 
ducida y e l  res iduo se lav6 con agua g hexano. El analisis por ccd 
d e l  mismo indic6  l a  yresencia  de c o r t i s o l ,  impurificado con dos 
subs tancias  de msyor R f .  El conpuesto deseado so p ~ r i f i c b  por cc 
( ~ ~ ~ C 1 ~ : r n e t a n o l )  obteni6ndose 2,2,4,5,6-d5-cortisol (21) ( 120 mg) 
( 1  % d7, 2 % d6' 19 % d5' 43 % d4, 27 % d3' 7 % d2, 1 % d l  determL 
-, 
nado For e.n. 1, cuyo espcct ro  M N - ' ~ C  se presenta en l a  f i y r a  22 
Pregnenolona ( 1 10 mg) y- DDQ (264 mg) se disolv ieron  en 
dioxano ( 4  ml). La soluci6n se calentd a r e f l u  j o  durante 24 hs. A1 
cab0 de ese tiemoo s e  e n f r i 6  a temperatura arnbiente, s e  f i l t r 6  y 
s e  diluyd con CH2C12 (8  m l ) .  La soluci6n r e s u l t a n t e  se  pas6 For una 
columna de aldrnina neut ra  ( 2  g) eluy6ndose con CH2C12 y CB2Cl2:acg 
tona (4: 1). 
Se obtuvo un product0 cristalino levemente marillento 
compuesto por una mezcla de pregna-1,4,6-trien-3,200diona (z) y 
pregnenolona (2) en relacibn 2: 1 (102 mg). 31 compuesto deseado 
fue purificado por cc (benceno)(rend: 65 mg), Pf 151 -3 C  it.: 
1 52-b°C) 70, confirmlndose su estructura por RM~Y-IH. 
1 RNN- H. (CDC1 1. p p ~ :  O,?5 (s ,  3E,  Cg3-13), 1,2l (s, JE, CH 19), 3 3- 
2,15 (6, JH, CH3-211, 6,02 (ba, lH, 8-41, 6,03 
(da, J=10 Hz, 13, H-61, 6,27 (dd,  J=10.y2 Hz, 
2H, H-2 + H-71, 7,08 ( d ,  J=10 HZ, IH, H-1). 
(c6D6). ppm : 0350 (s,  3H, CH3-18), 0.80 (6 ,  3H, CH3-lg), 
1,78 ( s ,  3 H ,  CE3-211, 5,53 (dd,  J=10 y 2  Hz, 
1H, H-61, 5,89 ( d d ,  J=10 y 3  Bz, 1H, H-71, 5,15 
(ba, 1H, 2-41, 6,32 ( d d ,  J=10 y2 Hz, IH, If-21, 
6,50 ( d ,  J=10 Hz, 1E, B-1). 
. . 
. . 
VI. 2.18. Hidrogenacidn -. de pregna-1,4,6-trien-3,20-df ona (2fi). 
Una solucibn de pregna-1,4,6-trien-3,20-diona (26) (25 
mg) y cloruro de rodio tris(trifeni1fosfina) (Rh(PPh3)3C1) (26 mg) 
en benceno anhidrdetanol absoluto (5,4 ml de una mezcla 1 : 1 ) se 
hidrogen6 a presibn atmosferica y temperatura ambiente durante 
24 hs. La soluci6n resultante se pas6 por una colunna de alGmina, 
obteniendose cox0 product0 una mezcla de dos compuestos ~rincipales 
(analizado por ccd (benceno:etanol 19:l). El anhlisis es>ectrosc6- 
pico por RMW-'H indic6 la presencia en la rnezcla de progesterona 
6 (1) y su h -derivado (z) en relacibn 1 : 1  (es~ectro conparado con 
106 carrespondientes a muestras aut6nticas). 
Aumentando el tiempo de hidrogenacibn (48 ,hs) se obtuvo 
como Gnico producto progesterona (1) (20 mg) idgntica espectroscp . 
picamente (B%-'x, tabla 111-9, p6g. 181) a una muestra autkntica. 
Una solucibn de progesterona (1) (100 mg) y cloranilo 
(200 mg) en t-butanol (10 ml) se czlentd a reflujo durante 3 hs. 
La mezcla resultante se enfri6 a temperatura ambiente, 
se filtrd y se di luy6  con CE2CIZ (75 nl). Zsta solt?cibn se llevd 
a sequedad a presi6n reducida. El residuo resultante se tom6 con 
CHZCIZ y se  1av6 con una solucidn acuosa de KOH (1 %) y luego agua 
hasta netr t ra l idad.  La fase orggnica se sec6 con I-TgSO 4 acnidro  y se 
evaporb el solvente a preai6n reducida. 
El producto obtenido se purific6 por ccd prepzrativa 
( s o l v e n t  e 4 (5:3) obtcniindose pregna-4,6-dien-3,20-diona (22) 
-. 
(65 mg) como cristales blancos, Pf 146-7OC (Lit.: 133-!j°C 74; 147- 
(20  mg) fue hidrogenado en las condiciones descriptas 
en VI.2.18. durnnte 51 hs. El producto resultante, ixpurific3do con 
e l  ca ta l i zador  de rodio ,  se p u r i f i c 6  por cc6 prepkrat iva ( a l d ~ i n a ,  
hexano:benceno ( 1 : l ) ) .  El a n h l i s i s  espectrosc6pico del producto 12 
d i c b  que s e  t r a t a b a  de progesterona (1) (15  mg),  como h i c o  const& , 
tuyente ,  
Se oxid6 l l ~ h i d r ~ x i ~ r o g e s t e r o n a  (2 ) con c l o r a n i l o  e n  las 
condiciones indicadas  en VI,Z.19,, obtenidndose un producto levemen 
t e  m a r i l l e n t o ,  e l  cua l  fue  pur i f icado por cc (alGmina, CH2C12:meta 
nol)  y luego por ccC prepara t iva  ( so lven te  4 (3: 1 ) 1, ais landose  1 lp- 
1 1 p-hidroxi-pregna-4,6-dien-3,20-diona ( 14 sg) fue 
hidrogenado en l a s  condiciones indicadas  en VI.2.18,. Luego de 55 
hs se obtuvo un producto cuyo a n h l i s i s  espectrob.bgico (fi~"a-'~) 13 
d ic6  que se t r a t aba  d e  una mezcla del e s t e r o i d e  de pa r t ida  (z), 
1 l kh id rox ip roges te rona  (2) y su 1,2-dihidroderivado (81) en rela- 
cibn (1:2:1).  
Repetjda l a  hidrogenacibn sobre una rnezcla (250 mg) de 
1 1 l p - h i l r o x i p r o g e s t e r m  (11 y sus A , y ~ ' ~ ~ - d e r i v a d o s ,  se obty 
vo, a1 cab0 de 135 hs, como product0 pract icamente  Gnico 1 lp-h idrp  
xi-5r(-pregnan- J ,23-diona (a). El nismo se  p u r i f i c 6  p o r  cc  ( s i l i c a  
CH C 1  : a c e t a t o  de e t i l o )  y r e c r i s t a l i z a c i b n  de a c e t a t o  d e  
"el H, 2  2 0 
e t i l o :  hexano ( r e n d :  192 mg), Pf 173-4OC  it. : 1 7 4 - ~ O C )  171 
e.m. d z ( i n t e n s i c i a 6 )  : 314 ( 5 ~ ~ 3 ;  M-H20), 271 (32,6; M-HZO-cadena 
lateral), 244 1 q - H 2 0 ) ,  229 (17,8;  g - H 2 0 ) ,  
137 ( 6 , ~ ;  &I, 124 (9,5; 35 ( 1  1,g;  e), 
71 (27,2; e), 43 (100; cadena lateral). 
(las as ignac iones  corresponden a l a s  r u p t u r a s  
i n d i c a d a s  en l a  f i g u r a  53, p&g, 140). 
63,92 (C17), 68,02 ( C l l ) ,  208,85 ( C ~ O ) ,  211,63 ( c3 ) .  
-. 
a,b:  e s t a s  as ignac iones  podr ian i n t e r c a ~ b i a r s e .  
Se d i s o l v i 6  progesterona (1) ( 2  g) en benceno anhidro 
( 7 5  n1) y se  agreg6 c l o r h i d r a t o  de b i r i d i n a  (2,5 ml de una suspea 
sibn en b e ~ c e n o )  y e t a n o l  abso lu to  ( 5  ml). A l a  so2uci6n resultan 
t e  se  agregd b e n c i l  mercaptano ( 2  ml) y se ca l en td  a r e f l u j o ,  
Luego de 23 h s  s e  dej6 e n f r i a r ,  se diluy6 con 6 t e r  e t i l A  
c o  y se lav6 con l ia CO ( so luc ibn  acuosa sa tu rada )  y agua hasta 2 3 
neutral idad.  La f a s e  organics se secd con NgSO anhidro y se  evapp 4 
rh el solvente.  El producto obtenido ( s b l i d o  hGrnedo de f u e r t e  o l o r  
a aercaptanos) se pur i f i cd  por cc (CH C 1  ) y r e c r i s t a l i z a c i b  d e  2 2 
acetona, aislgndose e l  3-benci l t ioenolBter  & ( 1 , I 4  g) , Ef 1  47-g°C 
80 (L i t .  : 146,5-8,5OC) , carac ter izado por RMN-'2 (Tabla 111-8, pBg. 
180) y R M N - ~ ~ C  (Tabla 111-11, p8g. 202). 
A una solucidn de bromuro de t r i f e n i l m e t i l f o s f o n i o  (1,17 
g) en te t rah idrofurano anhidro (30 ml) bajo  atmdsfera d e  N2 seco, 
se agreed b u t t 1  l i t i o  (4,8 ~l de soluci6n 0,9 N en hexano). La 69 
luc idn  s e  deJ6 a temyeratura ambiente durante 45', tomando 6sta un 
co lo r  r o j o  intenso.  
s u e l t a  en te t rahidrofurano ankidro ( 5  ml) y se calentb a re f lu jo .  
Luego de 24 h s  s e  vs lc6  l a  solucidn en  una mezcla de agua y Q t e r  
-. 
e t i l i c o  (75 m l  de cada uno). La f a s e  acuosa se e x t r a j o  pos ter ior -  
mente con Bter e t f l i c o  y CB2Cl2. Se juntaron las f a s e s  orgAnicas, 
se lavaron con agua, s e  secaron con MgSO anhidro y s e  evapord el  4 
solvente .  El producto s e  p u r i f i c b  por cc (hexano), obteni&ndose 
20-metil-3-metilen-pregna-4,20-dieno (s) (34 mg); carac ter izado 
1 por e.m. (Tabla 111-7, p&g, 171 1, BIN- H (Tabla 111-10, ~ b g .  182) 
y ~MN-'~c (Tab la  111-13, p8g. 210). 
La reacc ibn  de Wittig en las  condiciones  mencionadas en  
VI. 2.2.4. sobre  1 x-h id rox ip roges t e rona  (3) (300 mg) d i o  un produg 
d u c t o  mayor i ta r io  ( ana l i zado  por ccd) e l  cua l  fue  p u r i f i c a d o  por 
c c  ( CH2ClZ) , e i d e n t i  f i eado  como 174-hidroxi-3-metilen-pregn-4-en- 
20-ona (2) (150 reg). 
RKN-IH. ppm: 0 , 74 ( 5 ,  33, CH 3- 181, 1,06 (s, jH, CH3-19), 2,27 (s, 
3H, CH3-21 1, 4,64 (ba, 1 H, 3=CIlA) , 4,70 (ba ,  18,  3= 
cHB), 5,84 (ba, 1 H ,  H-4). 
E l  producto asf obtenido fue  sometido nuevsmente a las 
condiciones  de reacci6n de y j i t t i g  (VI. 2.23. ) , obteniendose,  luego  
de una p u r i f i c a c i b n  por. cc (toluene), una pequefia can t idad  de I*- 
hidroxi-20-metil-3-metilen-pregna-4,20-dieno (&&) ( 7 mg! , caracte- 
1 
rizado For  e.m. (Tabla  111-7, p&g. 1711, -W&- H (Tabla 111-10, pgg. 
182) y R X N - ' ~ C  (Tabla  113-13, ~ 6 g .  210). 
Fregnan-20-ona (a) (67  mg) fue sornetida a las  c o n d i c i ~  
n e s  de  reacci6n d e  Yfittig d e s c r i p t a s  en VI.2.24,, obteniendose un 
p r o d u c t o  del cua l  se  a i s l b  por cc (hexano) 20-metil-pregn-20-eno 
(B) (53 rg), ca rac t e r i zado  por e.m. (Tabla  111-7, pHg. 1711, wN- 
'H ( T a b l a  111-10, p5g. 152) y RMN-13c (Tabla  111-13, pig. 210). 
En las condiciones mencionadas para la sintesis del 3- 
benciltioenol6ter de progesterona (&I (VI .2,23. ) se siritetiz6, a 
partir de 174-hidroxiprogesterona (3) (1 g), 3-benciltio-)?,I(-hidro - 
xi-pregna-3,5-dien-20-0na ( ~ 1 )  (550 mg) , caracterizada por RIMN-'~C 
(Tabla 111-11, pag. 202).  
j-benciltio-pregna-3,>dien-20-ona (a) ( 100 eg) fue trang 
f ormado en el 20-metilenderivado correspondiente (z) por reaccibn 
de  Wittig en las condiciones mencionadas en VI,2.24., el cual fue 
purif icado por cc (hexano) , obtenibndose 3-bencil tio-20-netil-preg 
1 
na-3,5,20-trieno (92 mg) , caracterizado por eon. , Rm- H (%- 
bla 111-10, p5g. 182) y RMN-'~C (Tabla 111-13, pig. 210). 
( las asignaciones corresponden a las rupturas 
indicadas en la flgura 53, phg. 140). 
(30 mg) se d i s o l v i b  en etanol (40 ml) y se agreg6 HC1 
concentrado (0,2 ml). La solucidn se calent6 a reflujo. Luego de 1 
hora a esa temperatura, se de36 enfriar, se vole6  en agua (100 ml) 
y se eitrajo con CH2C12. La fase organics se lav6 con agua, se sf: 
c6 con MgSO anhidro y se evaporb el solvente. 4 
El producto ohtenido se purific6 por cc (he~ano:CH~C1~f, 
aislhdose en forma pura 20-metil-pregna-4,20-dien-3-ona (2) (20
mg), Pf 156-7OC (Lit. : 155-7~C) caractorizado por e.m. (Tabla 
I ,  171), RNN-'H (Tabla 111-10, pig. 182) y R I Q i - 1 3 ~  (Tabla 1 
Se disolvid acetato de plorno (11) trihidrato ( 7 , 6  g )  en 
5cido. acetic0 glacial (7,5 ml). La solucibn se calent6 a 105OC y 
se agreg6 Zn en polvo (2,6 g). Luego de 1 ' se de j6 decantar y se 
elimin6 la solucibn sobrenadante. 'El precipitado p i s  oscuro se 
lav6 por decantacibn con Scido acetic0 glacial caliente, se enfrib 
y se lavd por decantecibn con CH2C12 seco (tres veces). La cupla 
Zn-Pb as% obtenida se sec6 en bomba de vscio durante aproximada~ep 
te 1 hora. 
k la cupla seca se agreg6 tetrahidrofurano anhidro ( 10 
ml) y se enfri.6 a -20°C. Se agreg6 CH212 ( 1,2 ml) y se de j6 10' a 
- .  
esa temperatura. Luego se fue calentando lentamente la mezcla de 
reaccibn hasta tem?eratura ambiente y se d e j b  4 hs con agitscibn, 
A1 ca3o de este tiempo se centrifugb la mezcla de reaccibn en tubos 
cerrados, obteniendose una solucidn del complejo Zn-CH2-TEF (m). 
A una solucibn de 174-hidroxiprogestercna (1) ( 150 mg) 
en tetrahidrofurano ( 10 ml) se agregd la soluci6n del compleSo 100 
reci6n preparada. Se dejb la nezcla de reacci6n a temperatura ambien 
te. Luego de 48 hs se agreg6 NK C1 (20 ml de sofucibn acuosa a1 25 4 
O6) y se d e j b  hasta que no hub0 n&s des~rendiaiento de gas ( C H 4 ) ,  se 
extrajo con C1 La fase orgsnica se l a v 6  con NaHCO (soluci6n 2 2' 3 
acuosa a1 10 %) y ltlego agua, se seed con MgSO anhidro y se evaps 4 
r6 el solvente. A 1  evaporar el solvente aparecib un precipitado a- 
marill0 insoluble en solventes org&nicos, conjuntanente con el prp . 
ducto deseado, el cual  fue purificado por cc (CH2C12:acetato de e- 
tilo), obteni6ndose 174-hidroxi-20-metil-pre-4,20-dien-3-ona 
(92) (69 mg), Pf 240-1°C (Lit. : 241-3'C) 54, caracterizado por e.m. 
1 (Tabla 111-7, paf. I 71 , F-YN- E (Tabla 111-10. pig. 192: y W B - ' ~ C  
(Tabla 111-13, p&g. 210). 
Aplicando el procedimientp anterior (VI.2.29.) sobre 1 1 -  
desoxicorticosterona (4) ( 100 mg) 69 obtuvo el 20-hidroximetil-preg 
84 na-4,20-dien-3-ona (a) (59  mg), Pf 156-7OC (Lit.: 157-$OC) , cg 
racterizad~ por e.m. (Tabla 111-7, pOg. 171 ) , (Tabla I:Io1O a 
pdg. 182) y ~ b 3 - ~ ~ c  (Tabla 111-13, p8g. 210). 
Partiendo de cortexblona ( 2 )  (55 otg) mediante la reaccidn 
de sustituci6n del 0-20 por un gruwo 2etileno descripta en VI.2.29. 
se obtuvo 1 ~-hidroxi-20-hidroxi11!etil-pregna-4,20-d~en-3-ona 
1 (44 m ~ ) ,  caracterizado por. e.m. (Tabla 111-7, p&g. 171 1, RMN- H 
(Tabla 111-10, pbg. 182) y R I ? - ' ~ C  (Tabla 111-13, ~ 8 g .  210). 
Se d i s o l v i 6  pregnenolona (21) (600 mg) en benceno anh id ro  
( 50 nl) y s e  agregd P 0 ( 1,25 g) . La mezcla s e  c a l e n t d  a r e f l u  jo 2 5 
duran te  1 hora ,  s e  de  j d  e n f r i a r ,  s e  d i luyb  con benceno (50 ml) y 
s e  l avd  con NaHCOj ( s o l u c i b n  sa tu rada )  y luego  agua. La f a s e  org& 
n i c a  se sec6 con 1,lgSO a ~ h i d r o  y se evaccrb e l  so lven te .  21 ~ r o d u c  4 
t o  obtenido se  p u r i f i c d  por cc  (hexano: CW2ClZ) , obteniendose p r e g  
30 na-3 $5-dien-20-ona (m) ( 190 mg) , Pf 141 -2'C ( L i t .  : 139-420~)  , 
1 
ca rac t e r i zado  por e.m. (Tabla  111-I, p&g. 141 1, RW- ( ~ a b l a  111- 
8, p&g. 180) y RMN-'~C (Tabla  111-1 1,  p8g. 202). 
Se d i s o l v i 6  prsgnenolona (2) ( 750 mg) en CH2C12: rnetzzol 
y s e  agregb a l f i r~ ina  neutra ( 4  g). Se evapor6 e l  so lven te .  La mezcla 
r e s u l t a n t e  se c a l e n t d  a 210-5OC con vacfo  duran te  2 h s ,  torngndose 
d e  c o l o r  pardo. A1 cabo de e s e  tiempo s e  d e j b  e n f r i a r  y s e  enpacb 
en  una columna de crornatografia,  eluy6ndose con CH2C12. 
E l  producto  crudo se p u c i f i c b  por cc  ( s i l i c a g e l  2,hexanc: 
C H 2 C l Z  ( 6 :  4) 1, obteniendose una mezcla de ~regna-2,4-dien-2O-ona 
(1Qh) y pregna-3,5-dien-20-ona (m) (100 mg, en r e l a c i 6 n  1 : 1 1, 10s 
c u a l e s  fueron separados por c l a r  p r e ~ a r a t i v a  u t i l i z a n d o  una columna 
dltex Ult rasphere  ODs y metanol como 'e luyente ,  a . is landose 106, Pf 
1 1 7 - 8 O C  ( L i t . :  116-8OC)  e l  cua l  fue  c a r a c t e r i z a d o  por e.m. 
(Tablz 111-1, ~ & g .  141 1, RMN-'A (Tabla 111-5, pdg. 180) y i3Gi-I 'C 
(Tabla  111-11, p5g. 202) .  
A una s o l u c i 6 n  de  pregnenolona (a) (200 rng) en e t a n o l  
a b s o l u t o  (20 m l ) ,  se a g r e g 6  P d / C  (20 ng,  1 0  96) y se hidrogenb  a 
* r e s i b n  a t m o s f k r i c a  y te rnpera tura  ambiente.  
Luego de  48 h s  se f i l t r 6  e l  c a t a l i z a d o r  y se evapor6  e l  
s o l v e n t e .  E l  producto  o b t e n i d o  (2~10 mg), homog8neo por ccd ( s o l -  
ven te  4 (4: 1 ) ) ,  fue i d e n t i f i c a d o  como 50Cdihidropregnenolona (m). 
El compuesto h idrogenado se  d i s o l v i 6  e n  p i r i d i n a  s e c a  ( 1  
r n l )  y s e  agreg6 c l o r u r o  de p - t o l u e n s u l f o n i l o  (570 mg). Luego de 90 
h s  a t empera tu ra  a n b i e n t e  se v o l c 6  e n  H C 1  d i l n i d o  (44 81 de s o l u c i 6 n  
a1 10 5;) y s e  e x t r a j o  con C i i Z C l q .  La f a s e  c r g l n i c a  se lav6 con agua, 
s e  s e c b  con NgSO a n h i d r o  y se evagor6 e l  s o l v e n t e .  E l  p roduc to  o k  4 
tenido se p u r i f i c b  p o r  c c  (CH2C12:netanol) a i s l d n d o s e  3/3-tosiloxi- 
H-31,  7,34 ( d ,  J=8 Hz, 2H, H-2' + H-6' t o s i l o x i ) ,  7,81 
( d ,  J=8 Hz, 2H, H-3' + H-5' t o s i l o x i ) .  
E l  t o s i l a t o  se d i s o l v i 6  e n  c o l i d i n a  (10 m l )  y se c a l e n t 6  
a r e f l u j o .  Luego de  6 h s  s e  volct ,  l a  s o l u c i 6 n  en I i C l  d i l u i d o  (soly 
c i 6 n  a c u o s a  a1 20 $1 y s e  e x t r a j o  con CE2C12. L a  fase o r g h i c e  se 
lavb  con ngua, se s e c 6  co  MgSO a n h i d r o  y se evaporb  e l  s o l v e n t e .  4 
S1 produc to  ob ten ido  se p u r i f i c 6  For  r e c r i - s t a l i z a c i b n  d e  ~ e t a n o l ,  
- 
a i s l & n d o s e  una mezcla de pregn-2-en-20-ona (110) y pregn-5-en-20- 
1 
- ona (a), caracterizados por  @IN- H ('Ihbla 111-9, p i g .  180) y RW- 
VI.3. Estudios sobre la reaccibn de 3-benciltioenol6teres con n i?ue l  
Raney. 
I 3 1 Reaccidn de 3-benciltio-pregna-3,.5-dien-20-ona (2) con 
nfquel 2aney desactivado. 
Una suscensi6n de g-2 nfquel Raney (1,1 g) en acetone 
(11 ml) sc calent6 a reflujo durante 1 hora. A la nisma se agreg6 
3-benciltio-pregna-3,5-dien-20-ona (84) (1 10 mg) y se continud el 
calentamiento durante 4 hs. La mezcla se e n f r i 6 ,  se f i l t r 6  el metal 
y se evaporb el solvente. El residuo resultante se separb por clar 
preparativa en una columna Altex Ultrasphere ODs obteni6ndose p r e g  
na-3,5-dien-20-ona (102) (61 ng, tiempo de reteaci6n (TR): 14,5' 1, 
identico espectrosco?ica~ente (eon., I%N-'z y F8a-13~~ con el pro- 
ducto o5tenido somo se indica en VI.2.32., pregn-4-en-2C-ona (m) 
(2 ~ g ,  TR: I?,@' 1, Pf 137-8OC, y pregn-3-en-20-ona (m) (7  mg, T*: 
15,18), ?f 126-7°C (Lit.: 128OC) cuyos espectros de masas, BIB- 
'H y RG!-'~c se indican en las tablas 111-1 , p&g. 141, 111-8, p8g. 
180, y 111-11, pAg. 202, respectivamente. 
\ 
VI.3.2. Reacci6n de 3-5enciltio-~regna-3,5-dien-20-ona (& con ?/-2 
niquel Raney. 
Se disolvib 3-benciltio-pregna-3,5-dien-20-ona (q4) (110 
ng) en acetona ( 1 1 al) y se agreg6 C-2 niquel Raney ( 1 , 1  g). La neg 
cla de reaccibn se calent6 a reflujo durante 1-4 hs 6 se mantuvo a 
temperatura ambiente durante 2 hs. A1 cab0 de ese tiempo se filtr6 
e l  metal y se evapor6 el solvente, obteniendose una mezcla de prg 
ductos (72 mg) la cual fue se~arada por clar preparativa, utilizaa 
do una columna R-Sil C18 I&, en tres fracciones. 
La fracci6n A ( 5  mg, TR: 9,5' ) fue analizada Tor cgl-em, 
presentando tres picos: pregn-1-en-20-ona (1111, pregna-2,4-dien- 
20-ona y pregna-3,5-di en-20-ona (ver espectros de masa 
correspondientes en la tabla 111-1, pag. 141 1. La fracci6n B (53 
rng, TR: 10~3') fue separada For clar preparativa en una columna 
Altex Ultrasphere ODs en pregn-4-en-20-ona (108) (TR: 17,O' ) y 
una mezcla (TR: 19,2' ) de pregn-2-en-20-ona (m) (principal), pregn- 
3-en-20-ona (109) y pregn-5-en-20-ona (107) , identificzdos por e .m. 
1 (Tabla 111-1, 5 .  141), =fN- H (Tabla 111-8, pHg. 1801 y RMN-13~ 
(Tabla 111-11, pig. 202). La fracci6n C (10 mg, TR: 12,8') fue idea 
80 tificada como 5C(-preyar1-23-ona (241, Ff 137-3OC ( L i t . :  136-7OC) , 
caracterizado por e.m. (Tabla 111-1, p&g. 1411, H%N-'H (~abla 111-8, 
plg. 180) y R<N-'~c (Tabla 111-1 1, pbg. 202). 
VI .3.3. Reacci6n 6e pregna-3,s-dien-20-ona (102) con 17-2 niquel 
Raney . 
La reacci6n de pregna-3,5-dien-20-ona con W-2 nfquel 
Raney en las condiciones detalladas en VI.3.2. ( 4  hs a temperatura 
de reflujo), produjo la nis~a mezcla de eliainacibn (analizado por 
clap, cgl-em y m-la) que se obtuvo en la eliminacidn de 3-bencil 
t io-pregna-3,5-dien-20-ona (&) con W-2 niquel Raney , indicada en 
VI.3.2. 
VI 3.4. Beaccibn de 3-bcnciltio-l7d-bidroxi-yregna-3,5-dien-2C-ona 
(91) con K-2 niquel Raney. 
La reaccibn de 3-bec~iltio-l?o(-hidroxi-~regna-3,5-dien- 
20-ona (91) con 'lJ-2 niquel Raney ec las condiciones descr ip tas  en 
VI.3.2. produjo una mezcla de 1%-hidroxi-20-cetoesteroides similar 
a la obtenida con el 17-desoxiesteroide correspondiente. La nezcla 
solo se a n a l i z b  por R ~ I ~ . ; - ' ~ C  identificiindose las sefiales de 10s c a ~  
bonos olefinicos de: 
- 17dhidroxi-$)regn-2-en-20-ona ( 125,62 ppm, C2 + C3) (Principal). 
- 1 7o(-hidroxi-pregn-3-en-20-ona ( 125,30 ppm , C 3; 131 ,O3 ppm , C4). 
- 174-hidroxi-pregn-4-en-20-ona ( 1 19,17 ppm, C4; 144,72 ppm, c5). 
- 174-hidroxi-~~regn-5-en-2c!-ona ( 119,50 pprn, C6; 1l+j,38 ppm, C5). 
- 17~-hidroxi-~regna-3,5-dien-20-ona ( 122,51 ppc , C 6 ;  12L,86 ppm , 
C4; 128,74 PFI, C3; 141,16 ppn, C5). 
%o fue posible determinar la presencia en la rnezcla de 
1 70(-hidroxi-5o(-prernan-2@-ona . . (&) debido a l a  complejidad de la 
regi6n alifatica del espectro causada por la superposicibn de las 
seiiales de 10s cnrbonos alif&ticos de 10s esteroides mono y diinsa 
turados nencionados. 
VI.3.5. Hidrogenacibn del product0 de reaccibn de 3-benciltio- 
pregna-3,5-dien-2C-ona con $02 niquel Rzney. 
i, Hidro~enaci6n total: 60 rng de la nezcla cruda producida en el 
tratamiento de 3-benciltio-pregna-3,5-dien-20-ona con Vi-2 nf~uel 
I 
Raney en las condiciones indicadas en VI,3,2., se disolvieron en ~ 
aietnto de etilo (10 ml) y se hidrogend utilizacdo P d / C  ( 6  mg, 10 
7;) con0 catalizador, a tem~eratura ambiente y presibn atmosf6rica 
durante 8 hs, Se filtrb el catalizador y se evaporb la soluci6n. 
La mezcla resultante fue segarada por clar en una colua 
na A1 tex Ultrasphere ODs obt eni kndose 5c(-pregnan-20-ona (a) (54 
mg 9 2 :  22,8' ) y 5ppregnan-20-ona (6 mg, TR: 19,61), Pf 114- 
50C (Lit. : 116OC) cuyas caracterfsticas espectrosc6picas (e.n., 
1 RFDI- H y RIJ~~'-'~c) confimaron las estructuras propuestas. 
if. Hidronenacibq ~arcial: la hidrogenacibn de 75 mg del mismo prp 
ducto de elininacibn se 1lev6 a cabo en las condiciones detalla 
das en el gunto i. salvo que la reacci6n se detuvo luego de 1 hora. 
La nezcla resultante (60 mg) fue separada ?or clar utilizando una 
columna Altex Uitrasphere ODs obteniendose 50(-pregnar,-ZD-ona (24) 
(45 ng, Ti?: 22,B1), 5p-pregnan-PC-ona (m) (2 ,1  ag, TR: 19,6'), 
pregn-5-en-23-ona (107) (4,2 mg, TR: 18,2'), Ff 131-2OC  it.: 133- 
50C) ' 75 p pregn-4-en-2G-ona (a) cuyas carac teristicas espectro~ 
1 
c6picas (e.m,, 2XN- H y W N - ' ~ C )  confirriaron las estructuras pro- 
puestas. 
VI.3.6, Hidrojienacibn del producto de reaccibn de 3-benciltio-174- 
hFdroxi-pregna-3,5-dien-20-ona con E-2 niquel Raney. 
La mezcla de 17d-hidroxi-20-ceto-pregnanos (250 mg) resul 
tante de la reaccibn del benciltioenolkter de 174-hidroxiprogesterp 
na se hidrogenb ( 12 hs) en las condiciones indicadas en VI .3.5,i., 
El producto obtenido (245 mg) result6 ser una n e z c l a  de 
(m), 10s cua le s  no f u e r o n  separados  e n t r e  si. L a s  estructuras 
p r o p e s t a s  fueron d e t e r m i n a d a s  por RPW-IH y RMN-'~C (Tabla 111-1 I , 
1 
aWJ- H. ppm: 0,70 (s ,  3H + 3H/10, C$-19 en q9 y m), 0,78 (s, 9, 
~ 1 . 4 .  Hedici6n d e  10s t i enpos  de r e l a j a c i d n  long i tud ina l  (TI) 
ef ec to '  nuclear Overhauser (en01 d e  10s 13c de desoxicor t icos  
terona (4) y cor t i cos te rona  (5). 
Desoxicorticosterona (4) ( s i n t e t i z a d a  se&n V1.2.2.) y 
cor t icos terona  (6) (comercial)  Furas fueron r e c r i s t a l i z a d a s  de 
ace ta to  de e t i l o  j i d e s t i l a d o .  Los ~ r e c i ~ i t a d o s  fueron recos idos  
por f i l t r a c i b n  a t r a v e s  de un papel endurecido y manejados con 
mater ia les  no metgl icos,  10s cua les  ~ o d r i a n  impur i f icar  10s es- 
t e ro ides  con p a r t i c u l a s  paramagn6ticas. 
El CDCl u t i l i z a d o  fue d e s t i l a d o  en uo e q u i ~ o  de destL . 3 
l a c i 6 n  que fue ra  previamente lavado con detergente  (Oakite) ,  con 
EDTA y finalmente agua desionizada, y secado en e s t u f a  ( 105~C). 
.) - E l  solvente  fue  guardado bajo a tnds fe ra  de .t2 sin agregzdo de d s  
secantes ,  hasta s u  u t i l i z a c i 6 n .  
Los T I  y en0 se deterrninaron a l a s  concentraciones d e  
40 y 80 mg en 0,4 n i l  de CDCl u t i l i zando  tubos para RTrIN nuevos 3' 
(5  mn de d i h e t r o ) .  
Para l a  medicibn de TI se a p l i c 6  l a  secuencia de pulsos 
esquematizada en l a  f igura  72 (psg. 253). 
Los valores  de D' (At+T1) u t i l i z a d o s  corresponden a l a  
t 6cn ica  de inversibn-rocuperaci6n r&pida ,  ya que dicho tiempo no 
s s  s u f i c i e n t e  para l og ra r  l a  r e l a j a c i 6 n  t o t a l  de 10s czrbonos, trg 
baj jndose en condiciones de estado es tac ionar io ,  para l o  cua l  s e  
descartaron las cua t ro  ?r i f leras  secuencias. 
Para r e s t a r  importancia a ~egueEos  e r r o r e s  en 10s pulsos 
s e  a l t e r 3 6  l a  fase d e l  ~ u l s o  de 90°, real iz&ndose una vez segfin +xt 
y l a  s igu ien te  segdn -xl, sumhdose y resthndose l a  FID obtenida 
segiin +y' en cada caso respectivamente ( F i y r a  72, ?Bg. 259). Ex- 
perimentalmente, e l  pulse de 180' correspondid en r e a l i d a d  a 182O, 
a i e n t r a s  que e l  d e  90' correa2ondi6 a 9 6 O  (de acuerdo COT. l a  ccovg 
niencia  de un pulso de 90' con e r r o r  en exceso respecto  de 10s Bn- 
137 gulos i n f e r i o r e s  a go0) . 
Los va lo res  d e  At (0,74 s) y T' ( 3 , 6  s) u t i l i z a d o s  per?!& 
t e n  l a  determinacibn adecuada de va lo res  de TI d e  h a s t a  2,16 s da- 
do que e s t e  cumple l a  r e l a c i 6 n  D'/T,> 0,5. 
En cada caso s e  rea l i za ron  8 espect ros  ( 1000 pulsos)  con 
5 l t i r ? o  (Tf)  a un valor suficientemente gracde ccno para  rzroducir 
l a  r e l a j a c i 6 n  t o t a l  de 10s cmbonos antes d e l  pulso de go0. 
Para l a  automatizaci6n d e  l a  determinacidn secuencia l  de 
10s espectros s e  u t i l i z 6  l a  secuencia de increment0 indicada an l a  
f igura  72 259). Es ta  permite una cor rec ta  d i s t r i b u c i d n  de 10s 
t i e r n o s  e n t r e  pulsos den t ro  de un rango d e t e r ~ i n a d o ,  En p a r t i c u l a r ,  
en 10s e s t e r o i d e s  ensaypdos s e  u t i l i z 6  un va lor  de Tn i n i c i a l  de 
0 , l  s, de Ip i n i c i a l  t m b i Q n  de 0,1 s, n i e n t r a s  qua e l  valor de SI 
elegido f u e  de 0,05 s.  Los va lo res  d e  Im y Tm r e s u l t a n t e s  fueron 
10s aiguientes :  
Los primeros cuat ro  ne lores  de Tm son 10s m&s sdecuados 
para l a  determinaci6n de 10s T de 10s carbonos de l  a n i l l o  esteroA 1 
d a l  dado que s e  encuentran en e l  rango O,j T,<T,< 1 ,5  T1 (pa ra  Tt 
B095 s), mientras  que 10s espec t ros  3-7 presentan 10s v a l o r e s  de 
T n8s adecuados para l a  determinacibn de 10s TI de 10s n e t i l o s  an m 
g u l a r e s  (para  T1%1,5 6). De este modo s e  cubrid todo e l  rango de 
T necesar io para l a s  exper iencias  rea l izadas .  Finalmente e l  espeg m 
t r o  8 dar fa  una i d e a  del va lo r  de I@. 
Los espec t ros  fueron representados graficamente con i g u a l  
e s c a l a  v e r t i c a l ,  determiniindose l a  a l t u r a  de cada pico. Dichos va- 
l o r e s  fueron relacionados con 10s Tm correspondientes segfin l a  ecua 
c i 6 n  indicada  en l a  p&g. 260, o b t e n i h d o s e  a p a r t i r  de e l la  10s V a  
l o r e s  de T I  nediante  una regres ibn  no l i n e a l  de cuadrados mfnimos, 
l a  cua l  no requi,ere l a  determinacibn d e  Im, res tandole  importancia 
a 10s o r r o r e s  de I m e n  e l  valor de TI que posee en l a  regres ibn  li 
-. 
VI.4.2. Medicibn del increment0 pop e fec to  nuclear  Overhauser (9). 
Para l a  nedicibn de q se aplicb l a  secuencia de pulsos 
esquematizada en l a  f i g u r a  72 ( ~ & g .  259). La m i s m a  permite l a  ob- ' 
tencidn simultgnea de una FID con e fec to  nuclear Overhauser (FID,) 
y o t r a  c i n  e l  aisclo (FID2) (arebas correspondientes a espec t rcs  to-  
t almente desacoplados de 'H) evi t indose  asi  cualquier  d i f e r e n c i a  
debida a l a  modificaci6n de las  condiciones de medici6n durante l a  
d e t e r m i n a c i b .  
Experimentalnente, Ta cdrresBondid a 5,97 s mientras  que 
T fue de 13 s ,  l o  cua l  permite l a  cor rec ta  deterninaci6n d e l  ec9 b 
de aquellos carbonos cuyos T I  Sean menores de 1,5 8 ,  es  d e c i r  a d s  
cuados para las experiencias  desar ro l ladas ,  sa lvo  en e l  caso de  
desoxicort icosterona 40 mg/0,4 ml, donde s e  nmplearon Ta = 10,97 s 
Y Tb =20 s debido a1 mayor T I  de 10s met i los  angulares  correspon- 
d ientes .  
3ebido al 6 i s t i n t 3  ensanchariento de las sezalss en 10s 
espect ros  con y s i n  en0 no fue pos ib le  determinar ? en base a las  
a l t u r a s  de l a s  sefiales. 'hmpoco f u e  posib le  determinarlo en base a 
l a  in tegrac ibn  de las sefiales en forma d i r e c t a  ya que no f u e  p o s i b ~ e  
mantener l a  in tegrac ihn  r e l a t i v a  de un espect ro  a otro.  ?or l o  t a ~  
t o  se debi6 proceder de l a  s i p i e n t e  manera: Se deternin6 l a  inte- 
graci6n de cada sei3al con y s i n  eno; a aque l l a  se5al  que s u f r i 6  el 
aayor  i n c r e ~ e n t o  debido a1 erO se l e  as ign6 un va lor  d e  7 = . 2  
1,998); en base a e s t o  s e  calcularon 10s vzlores  d e  7 para e l  r e s t o  
de los carbcnos. 
VI.5. Actividad biolbgica.  
VI. 5.1 . Generalidades. 
Las incubaciones a 3 7 O C  faeron r e a l i z a d a s  en un baEo t e y  
a .ost&tico Vicking modelo h b n o f f ,  u t i l i z a n d o  como medio de c u l t i v o  
"Einirnal Essent ia l  Kedium" (MB4) 6 RPMI-1640 (ambos de Gibco, Grand 
I s l a n d ,  SY). 
L a s  centr i fugaciones se r e a l i z a r o n  en una cen t r i fuga  con 
re f r ige rac idn  Chi lsp in  (Fisons)  . 
Cono t razador  radioactive se u t i l i z d  5 -3~-ur id ina  (25 ~ i /  
mMol) (New England Nuclear, Boston, USA). 
La radioac t iv idad  de soluciones acuosas se m i d i 6  en via 
lee de mate r i a l  p l & s t i c o  ( 4  ml) u t i l i z a n d o  10s s i g u i e n t e s  sistemas: 
1 ) ~ o l u e n o / T r i  t on/ppo/Popop; 2) Dioxano/nsf t a ~ e n o / ~ p o / p o ~ o p  ( ro: 
2,5-difeniloxazol;  popop: 1,4-bis-2-(4-metil-5-f en i lo l tazol i l )  -bea 
Para l a  determinacihn de l a  radioac t iv idad  d e  productos 
sb l idos ,  e s t o s  s e  d i so lv ie ron  en 0,2 r n l  de Protosol  (New zngla!  
Nuclear, Boston, USA), se t rasvasaron a v i a l e s  d e  pla 's t ico y se d& 
luyeron con tolueno, conteniendo ppo y popop. 
L a s  mediciones de radioac t iv idad  se "alizaron en un coy! 
tador  de c e n t e l l e o  Beckman LS 100C. 
i. Animales: s e  u t i l i z a r o n  ratas S~ragua-Dawley hembras y machos 
de 90 d i a s  de edsd, las cuales  fueron adrenalectornizadas ba jo  
a n e s t e s i a  de Qtsr y mantenidas con solncibr? de MaCl (0,q %) y corn6 
da. 
Los animales fueron a t i l i z a d o s  e n t r e  6 y 8 dias luego de 
ser operados. 
I - ii, P r e ~ a r a c i 6 n  g incubacibn t i ~ o c i t o s :  10s animales fueron sa 
c r i f i c a d o s  con g te r .  Se l e s  e x t r a j o  e l  timo, 10s cuales  fueron 
l impiados de t e j i d o s  adyacentes. 
L o s  t i m o ~  (2 6 3) fueron colocados en media de c u l t f v o  
(ME24 6 RPMI-1640) y cortados f inavents  con t i j e r a .  Este  proceso pr9  
duce l a  l i be rac i6n  de 10s t imoci tos ,  10s cua les  s e  encuentran debil, 
n e n t e  unidos (no s e  requiere  e l  uso de de tergentes  para s u  separg  
cibn) .  La suspensibn r e s u l t a n t e  se f i l t r d  por una malla f i n a  pa ra  
e l iminar  t rozos  de t e j ido .  La suspensi6n de c 6 l u l a s  asf obtenida 
s e  cent r i fug6 durante 5' a 100 x g. 
El g-ec ip i tado  de c 6 l u l a s  s e  separ6 de l a  soluci6n s o b r s  
nadante y se resuspendid en nedio de  c u l t i v o  f re sco  (susnensi6n 
madre). Uti l izando una a l i c u o t a  de dicha suspensi6n s e  contd e l  nfi 
mero de c6 lu las  en un hemocit6metro (d i luc ibn  1:100). 
ias incubaciones s e  r ea l i za ron  a 3 7 O C  en erlenmeyers sL 
l iconados d e  50 m l ,  u t i l i zando  4 m l  de suspensibn de c g l u l a s  en zs 
7 dio de c u l t i v o  (1,2-1,4 x 10 c6lulas/ml para l o  cual  s e  r e a l i z a r o n  
l a s  di luc iones  adecuadas de l a  suspensidn madre), bajo atmdsfera de 
0yCOZ ( 9 5 ~ 5 )  con suave agi taci6n.  
E l  t i e r p o  de incubacidn y 10s a d i t i v o s  agregados dependen 
de cada t i p o  de experiment0 y son de ta l l ados  m6s adelante .  
iii. Admintstracibq & es tero ides :  10s e s t e r o i d e s  s e  preyarmon en 
soluciones de gropi lengl ico l /e tanol  (90: 10) , 100 veces m a s  c a ~  
cen t r adas  que l o  requer ido  para e l  ensayo, e q r e g h d o s e  4 0 p l  de &s 
tas so luc iones  a cada erlenmeyer ( d i l u c i 6 n  1:100). A 10s c o n t r o l e s  
se l e s  agreg6 4 0 p l  de p r o p i l e n g l i c o l  l i b r e  de e s t e r o i d e s .  
i v ,  Terminacibn d e  l a  incubacibn ~ r o c e s a m i e n t o  c e l u l a ~ :  
conc lu ida  l a  incubaci6n,  las c 6 l u l a s  fueron t r a n s f e r i d a s  a tg 
b o s  c6nicos  graduados, se  e n f r i a r o n  en h i e l o  y se seTarErsn imed ig  
tamente d e l  medio de incubacibn por  cen t r i fugac ibn  duran te  5' a 
100 x g. Luego las c e l u l a s  se l ava ron  dos veces  con medio de c u l t 2  
vo f r i o  ( 3  ml). Pa ra  e l l o  s e  resuspendieron las  c 6 l u l a s  en medio 
de c u l t i v o  y s e  r e p r e c i p i t a r o n  por cen t r i fugac ibn .  
Los t i ~ o c i t o s  se contaron en un hemocitbmetro o b s e r v g n d ~  
se  las  c 6 l u l a s  v i v a s  por e x c l u s i h  de Azul Tripen  ( d i l u c i b n  1:10). 
Con e l  canteo 6e c g l u l a s  concluyeron 10s e x ~ e r i m e n t o s  de 
lisis c e l u l a r .  En cambio en  e l  caso de 10s experimentos de i n c c r ~ ~  
r a c i d n  de 3 ~ - u r i d i n a ,  en todas  las  v a r i a n t e s  d e s c r i p t a s  mds adelaa 
t e ,  10s t i m o c i t c s  una vez contados fueron separados  d e l  rnedio de 
-. 
c u l t i v o  For cen t r i fugac i6n  (10 ' ) .  Las c 6 l u l a s  se r o ~ p i e r o n  COG agua 
1 5  1 p r e c i p i t l n d o s e  e l  gcido  r ibonuc le i co  (Am) con HC1o4 (0,5 
r n l  de s o f u c i b n  a1 20 7 4 ) .  
La f r a c c i 6 n  i n s o l u b l e  s e  separ6  por  cen t r i fugec idn  (10' 
a 200 x g )  , l av indose  una vez con HClO ( 1 ml de s o ?  uci6n a1 5 7 ; ) .  4 
L a  r ad ioac t iv idad  de l a  f r a c c i b n  i n s o l u b l e  se  midi6 cono 
s e  i nd ica ra  anter iormente .  Ot ro  t a n t o  s e  real - izd con una a l i c u o t a  
L a  incorporac idn  de 3 ~ - u r i d i n a  a l a s  f r a c c i o n e s  s o l u b l e  
e i n s o l u b l e  se expresan en cuen ta s  p o r  ninuto/ lo7 c e l n l a s  vivas. 
V I , 5 , 2 ,  L i s i s  c e l u l a r .  
Las suspensiones  c e l u l a r e s  preparadas  cono se d e s c r i b i b  
an te r io rmente ,  se incubaron For t r i p l i c a d o  con y s i n  e s t e r o i d e  dq 
r a n t e  16 h s  en presenc i a  de 100 U / m l  de p e n i c i l i n a ,  
A 1  cabo de e s e  t i e n p o  10s t i m o c i t o s  se procesaron cox0 
s e  indic6.  
L a  lisis c e l u l a r  se  d e f i n e  como 100 % - V %, donde v % 
e s  e l  po rcen ta j e  de c e l u l a s  viva6 ( a q u e l l a s  que excluyen e l  Azul 
Trip&)  r e s p e c t o  del c o n t r o l  ( incubaci6n s i n  e s t e r o i d e ) .  
Los e s t e r o i d e s  ensayados fueron ll ,f%hidroxiprogesterona 
d e s ~ x i c o r t i s o l  ( q ) ,  c o r t i c o s t e r o n a  (51, cor texolona ( 2 ) .  cortisol 
(8)  y s u s  A,-aerivadcs (a, 11, u, u, 14, y a una concea 
t r a c i b n  ?e M (ver e s t r ~ c t u r a s  correspondientes en lz f igura  
I ,  p&g. 4 ) .  En algunos casos  s e  ensayb l a  lisis a concentraciones  
d e  e s t e r o i d e  nenores  de M ( 1 0 - ~ - 1 0 - ~  #I .  
-. 
Los r c s u l t a d o s  s e  encuentran resumidos en  l a  tabla IV-2, 
3 V I .  5.3. I n h i b i c i b n  de la incorporac i6n  de H-uridina a m, 
1. Iccubacibn n o r n a l :  en e s t e  caso e l  t i engo de iocubaci6n s e  redg 
jo  a 3 hs, no u.t i l iz6ndose p e n i c i l i n a  dado e l  c c r t o  per iod0 d e  
3 incubacibn.  30' a n t e s  de ccnclufda dsta, s e  agregaron 2 pCi de H- 
u r i d i n a  ( e n  0,4 ml d e  medio de c u l t i v o ) ,  proces&ndose cDno s e  d e s -  
c r i b i b  ante r io rmente .  
;a inco-poracibn s e  exprasa por lo7 c 8 l u l a s  ( t a n t o  en l a  
fracci6n so luble  como en l a  i 'nsoluble en EClO al 5 Y:). 4 
La inhib ic i6n  se expsesa cono 100 7: - 1 fi, donde f 96 es 
el porcentaje  de cuentas  For minuto incorporzdas resgecto  d e l  coy 
t r o l  (incubaci6n en ausencia de es t e ro ide ) .  
Se ensayaron 10s mimos e s t e r o i d e s  mencionados en e l  c a  
s o  a n t e r i o r  [V1.5.2.), aunque z d c s t i n t a s  concentraciones que van 
desde lo-' 1.1 has ta  M. 
Los resu l t ados  s e  encuentran resumidos en l a  tabla IV-1 
(p&. 275). 
ii. Anslisis e f e c t o  i r i h i b i t o r i ~  inmediato:  se procedi6 del- mi8 
mo modo aue e n  l a  incubaci6n normal sa lvo  que e l  t iexpo t o t a l  
3-- de  incu5aci6n se r e d u j o  a 45'.  La n - u r i d i n a  se agreg6 15' antes 
d e  concluir  l a  incukaci6n. 
En e s t e  czso 10s e s t e r o i d e s  ecsayados fueron c o r t i c o s t g  
1 
rona  (6) y A -1 1 p - h i d r ~ x i ~ r o g e s t e r o n a  (10) a una concontracibn de 
. - -  
I 0-4 EI. 
L o s  resuLtados se encuentran resunidos en l a  f i g m a  78 
(p&. 299). 
VI. 5.4. Efecto del l avadd  sobre l a  accidn glucocort icoide.  
i. Lavado slmcle: l a  s u s ~ e n s i d n  de c g l u l a s  se incub6 a 3 ? O C  en prg 
sencia  o ausencia de es te ro ide  (par t r i p l i c a d o )  durante un d e t e r  
minado tiernpo T I  (ver esquema de estas exper iencias  en l a  t a b l a  IV- 
3, p&g, 3011, a1 cab0 d e l  cua l  se pas6 a tubos c6nicos y se centrL 
fug6 a temperatura ambiente (5' a 100 x g), 
Se descartb e l  sobrenadante y las c e l u l a s  se lavaron con 
10 ml de medio de c u l t i v o  l i b r e  de e s t e r o i d e s  a t e ~ p e r a t u r a  ambien ' 
t e  remspensi6n y centr i fugacibn) .  
Los t i ~ o c i t o s  lavados de es te ro ide  s e  suspendieron en 1 
ml ds medio de c u l t i v o  y s e  t rasvasaron a erlenmeyers s i l iconados ,  
Los tubos c6nicos se lavaon ccz nedio de c c l t i v o  (3  r 1 cl) el 
c u a l  s e  juntd con la suspensibn de c e l u l a s  en 10s erlenmeyer co- 
r respondientes ,  
Las suspensiones de c h l u l a s  r e s u l t k t e s ,  l i b r e s  de es- 
I t e ro ides ,  se reincubaron durante un period0 de t i ezpo  Tt, 30' an 
t e s  de culminado e l  cua l  s e  l e s  s u n i n i s t r 6  3 ~ - u r i d i n a  ( 2 p C i  en 
I 0,4 ml. de nedio de c u l t i v o ) ,  proees&ndose como se d e t a l l b  a n t e r i o g  
I mente en forma general. 
Util izando T1=40' Y T2=1401 ss ensayarcn 10s e s t e r o i d e s  
I cor t icos terona  (6) ( 1 ow4 H) y A -1 1 -hidroxiprogesterona (19) ( P 
I M). Ademhs s e  r e a l i z a r o n  -. ensayos con e s t e  filtirno es t e ro ide  per0 a 
1 una concentracidn 10-4 M a 10s s i y i e n t e s  T1 y Tp: 
Los rssultados se resumen en l a  tabla I V - 3  (p&g. 301). 
ii, Naturaleza & la f racc ibn  inso lub le  en H C l o  gg la incubacibn 
- -4 
lavado: se r e a l i z 6  una experiencia  de lavado (T1=1201; T2= 
6 0 ' )  en i g u a l  modo que Be i nd ica ra  en  e l  punto a n t e r i o r  hasta e l  
a i s l a n i e n t o  d z  l a  f rscc ibn  inso lub le  en ESlO 4 a1 5 %. ITna poreibn 
de  l a  m i s m a  (10 %) s e  incubd con m l a s a  ( 2 0 ~ ~ )  a 37OC d u r m t e  30' , 
a1 cab0 d e  l a  cual  s e  volvi6 a f racc ionar  e l  ~ r o d u c t o  por p r e c i c i  -- 
t a c i d n  con HClO4. para favorecer  l a  p rec lp i t ac ibn  de l a  f r acc idn  
insoluble  se agregb a l b h - i n a ,  l a  cua l  contribuye a aumentar e l  ta 
nafio de l  prec ip i tado .  
Es te  ensayo solo se r e a l i z d  con A'-1 p - h i d r o x l 3 r o g e s t e r ~  
na (u) ( 1 oo4 M) , observlndose l a  so lub i l i zac i6n  t o t a l  de l a  r a d i ~  
act iv idad .  
iii. Lavado y: resoues ta  ~ o s t e r i o r  3 es tero i6es :  l a  suspensi6n de 
c e l u l a s  se incubd a 37OC en presencia  o ausencia  de A'-1 IF- 
hidroxiprogesterona (19) (por  sextupl icado)  a una concentracibn d e  
lou4 U durante 40'.  A 1  cabo de ese  tie330 :as cg lu las  se l avaron  
d e  esteroide coao s e  indfcd en e l  gunto i.. Las c&lulas  s e  r e i n c p  
baron en nedio l i b r e  de e s t e r o i d e  durante 120'. 
Entonces cada sextupl icado se d i v i d i b  en dos grupos, a 
uno de 10s cuales  s e  agregb prop i l eng l i co l  ( 4 0 p l )  y a1 o t r o  una 
solucibn de esteroide ( e l  e s t e r o i d e  anterior fe 6 cor t i cos te rona  
L a  incubaci6n se continu6 durante 90' lads, 15' antes de 
c  oxpletar~e 10s cuales  se agregd '8-uridina, procss&ndose finalmen 
t e  como de coaturnbre. 
L o s  resultzdos se resumen en l a  t a b l a  TV-4 (p&. 305). 
VI.5.5. Efec to  de l a  actinornicina D s2bre  l a  acc i6n  g l ccoco r t i co ide .  1 
En este caso las incubaciones  s e  r e a l i z a r o n  e n  tubos  de 
ensayos s i l i c o n a d o s ,  t r a b a j h d o s e  con 1 nl de suspeas i6c  de c82ulas  
7 ( I , &  x 10 c6 lu l a s ) .  Se r e a l i z b  l a  incubacibn de l a  misna a 37OC 
en p r e s e n c i a  o ausenc ia  de act inomicina D (0,3 pg/nl) (par s e x t u p l l  
cado) duran te  30' .  
A 1  cab0 de e s e  tiempo 10s sex tup l i cados  se d i v i d i e r o n  en 
dos grupos,  a uno de 10s c u a l e s  se l e  agree6  p r o p i l e n g l i c o l  ( I Q , u ~ )  
y a1 o t r o  una so luc ibn  de e s t e r o i d e  en p r o p i l e n g l i c o l  (10 ,&l) .  La 
incubaci6n se cont inud duran te  un t i e n p o  T I ,  15' a n t e s  de c o n c l u i r  
l a  cual se agreg6 'H-uridina, grocesHndose como de costombre. 
1 Los e s t e r o i d e s  ensayados fueron A - 1  I /)-hidroxiorogesterg 
na ( ~ 9 )  (T1=45')  a una ccncent rac idn  final de loe4 I.!, y c o r t i c o s t g  
r o n a  (6) (Tl=got) a una concentracidn f i n a l  de  1cW6 M. 

El objetivo de este trabajo interdisciplinario ha sido 
la bfisqueda de las caracteristfcas que dan a un ester03.de ~ r o p i e -  
dades glucocorticoides, m e d i a t e  la utilizacibn de la resonancia 
nagnEtica nuclear de  13c Fara la determinacibn Be las 2iif"rencias 
conformacionales en solucibn de 10s compuestos analizados. Para 
ello se trabajd con derivados de progesterona (pregn~4-en-3,20-di - 
1 
ona) hidroxilados en ~osiciones I lP ,  17ti y/o 21, y w s  A -derivados. 
En esta tesis se desarrollaron 10s siguientes tenas: 
1. Introducci6n a la activfdad glucocorticoide, donde se 
describe en forma breve lcs efectas generales de 10s gluzocortico~ 
des en el o r g e s i s ~ o ,  detall&ndose en ;articular su acci6n sobre el 
tirno, Brgano Slanco elegido en la presente tesis. Final~ente se dm 
criben 10s principales trabajos sobre currelacitin estructura-activ2 
-. 
dad presentes en literatura, discuti&ndose ventajas, inconvenientes 
y alcance de cada uno de ellos. 
2. Prcsentacibn y d i s c u s i h  de 10s resultados obtenidos 
en cuanto a la sintesis de esteroides, necesarios para la delermA 
nacibn de las caracteristieas estructurales y de actividzd biol6gL 
c a  d e  10s misnos, o cono compuestos modelo que contrihugeron a la 
intergretacibn de 10s resultados espeetroscbpicos. Se describen: 
i. Slntesis de ~regn-4-en-3,ZO-dionas: en e s t e  caso se sintetizaro~ 
cuatro esteroides, dos de ellos (11-~soxicorticorterona y cor- 
texolona) por una secuencia  de 21-hFdroxilaci6n, nientras que la 
'I 
s i n t e s i s  de 10s o t r o s  dos (1 I/)-hidroxiprogesterona y 21-desoxiccr - 
t i s o l )  cons i s t id  en l a  eliminacibn de un h idroxi lo  21 de las e s t r a g  
I t u r a s  de gar t ida .  
I ii. S i n t e s i s  de pregna-1,4-dien-3,20-dionas: en e s t e  casc  se s i n t g  
t i za ron  ocho e s t e r o i d e s  (pregna-l ,4-dien-3,2O-diona g sus  derL 
I vados hidroxi lados en posiciones 1 l p ,  170( y/o 21 1, pr inc ipa lnente  
a o n a s  correspon- por reaccibn d e  oxidacibn de las p r e ~ n - & - e n - 3 , 2 0 - ~  
I d i e n t e s  ( cono t a l e s  o p r o t e g i d ~ s  s u s  h id rox i los )  con 2 , F d i c i a n o -  
~,6-dic1oro-benzoquinona (DDQ) en benceno a ~ h i d r o .  En e s t e  punto 
I 1 se d i scu te  tambien l a  obtencidn de A -21-desoxicortisol y A1-corts 
t xolona por o d d a c i 6 n  con u t i l i z a n d o  d i s t i n t o s  grupos rrrotectp 
r e s  de 10s h id rox i los  correspondientes. 
iii. S f n t e s i s  de e s t e r o i d e s  marcados: s e  s i n t e t i z a r o n  es t e ro ides  
marcados con deu te r io  (2,2,4,6,6,17,21,21,21-d 9-- crogesterona; 
1 2,2,4,6,6-dr-cortisol; 3 4,5,6,17,21 ,21 ,21-d7-L -crogesterona y &,5, 
6,21,21,21 - d , - ~ '  -1 7&-hidroxiprogekterona) , de suma u t i l i d a d  para 
u I 
l a  ssignaci6n da l a s  sefiales de l o e  e s ~ e c t r o s  de mzsas y RMN-'~C 
- .  
de 10s conpuestos analizados.  Se desa r ro l ld  tazl;i&n una secuencia 
\ 
1 de reacciones que permi t i r fan  l a  obtencibn de A -progesterona y 
1 
~ - 1 1 / 3 - h i d r o x i ~ r o ~ e s t e r o n a  fuer tenente  t r i t i a d a s ,  de suma u t i l i d a d  
e n  es tudios  b io l6gicos  (d i s t r ibuc ibn  "in vivo" , metabolizacidn, 2 
cumulacibn, e tc . ) .  
i v .  Sintesis de 20-metilenesteroides: s e  prepararon ansogos de 10s 
e s t e r o i d e s  en es tud io  a 10s cuales s e  l e s  reernplazb e l  oxiqeno 
de posici6n 20 por ur grupo CH2, nediante  l a  c l l s i c a  reaccibn de 
Witt ig  (3,20-dimetilen-pr6gn-4-eno, 17d-hidroxi-3,20-dimetilen- 
pregn-beno,  20-netilen-pregnano, 3-benciltio-20-rnetilen-pregna-3. 
5-dien0, y 20-rnetilen-pregn-4-en-3-ona) , o  u t i l i z a n d o  l a  reacc idn  
de C(-hidroxicetonas con conple j o s  Zn-CH2 ( 170( y/o 21 h i d r o x i d e r i v s  
dos  de 20-metilen-pregn-4-en-3-ona). Es tos  compuestos fueron de sg . 
ma u t i l i d a d  en e s t u d i o s  e s ~ e c t r o s c 6 p i c o s  ensayados. 
v. Reaccibn de e l iminaci6n de b e n c i l t i o e n o l 6 t e r e s  con nfquel  Raney: 
se e s t u d i b  en d e t a l l e  esta r eacc idn  u t i l i z a n d o  n i q u e l  Raney de 
d i s t i n t a  a c t i v i d a d ,  i d e n t i f i c h d o s e  10s prodcctos obteni5os en c= 
da caso y proponi6ndose un mecanismo pa ra  l a  formacibn de 10s m i §  
Los compuestos s i n t e t i z a d o s  fueron c a r a c t e r i z a d o s  por e s p e c t r p  
1 met r i a  de masas, m- H y  M - ' ~ C .  
3 .  Discusibn de las c a r a c t e r i s t i c a s  espec t roscbpicas  de 
l o s  e s t e r o i d e s  s i n t e t i z a d o s ,  en e s t e  punto el a n & l i s i s  de las crQ 
piedades  e spec t roscdp icas  d e  las distintas series de e s t e r o i d e s  dig 
ponikles  tuvo  dos f i n a l i d a d e s  d i s t i n t a s :  
i. A n l l i s i s  comparative de 10s e s p e c t r o s  de masas, RMN-~H y M - ' ~ C  
de las mismas: en 10s e s p e c t r o s  de masas se a n a l i z 6  l a  inf luen-  
-. 
c i a  de 10s d i s t i n t o s  grupos func iona le s  presentes sobre  l a s  fragme~ 
t a c i m e s ,  actuando s o l o s  o  modulAndose e n t r e  si. En p a r t i c u l a r  re- 
s u l t 6  surnamente i n t e r e s a n t e  e l  e f e c t o  d e l  h i d r o x i l o  17d sobre  l a  
194 p r i n c i p a l  f r a g ~ e n t a c i b n  de 10s A -3-ce toes te ro ides  ( picos  d z  
121-122) e l  cua l  fue ana l i zado  en d e t a l l e ,  empleando e s t e r o i d e s  m q  
cados  con d e u t e r i o ,  p o s t u l h d o s e  un rosible mecanisxo Fax dicha  
i n f l u e n c i a  "a larga dis tanc ia" .  
En 10s e s p e c t r o s  E~?.?I-'H se analiz6 nuevmente  e l  e f e c t o  de  las  
c i i s t i n t a s  func iona l idades  en e l  & de las p r i n c i p a l e s  sefiales preseg 
tes .  Se v e r i f i c b  l a  u t i l i d a d  de las tablas d e e a r r o l l a d a s  por Z b c h e r  
para el c&lculo del & de rnetilos angulares, y la buena prediccibn 
lograda con tablas para e l  cdlculo del  d de hidr6genos oleffnicos, 
294 salvo en el case d e  esteroldes  suntamente tensionados (A - @ s t e r a  
des) , donde 10s valores calculados discreparon notablerente de 10s 
realmente observados, 
u t l l i z a n d o  distintas secuex ia s  de pulsos y ~ w c a c i b n  ccn deuter io ,  
la adecuada predicci6n de espectros lograda mediante la u t i l i z a c i b n  
d e l  metodo s e ~ i e a p i r i c o  desarrollado por Beierbeck y colaboradores, 
y el estudio del efecto de sustituyentes en el d de 10s carbonos 
esteroidalen, en part icular  respecto  de l a  necesidad o no de una 
igualdad esqueleto base calculado y de 10s modelos en 10s que 
s e  determind el efec to  de sustituyente, ilegGsdose a l a  conclvsidn 
que so lo  es indispensable  una igualdad zonal e n t r e  dichos esquelg 
t o s  (igualdad en la r e c i b n  del esteroj.de donde s e  encuentra el sus 
tituyente en cuestitin). 
ii. Ankl i s i s  conf o m a c i o n a l  por W - ' ~ C  de pregn-4-er.-j,20-dionas 
1 y sus A-derfvados: en l a  determinacidn de las modificacioues 
c ~ n f o m a c i o n d l e s  en solucidn de estos e s t e r a i d e s ,  necesaria para 
su ~osterior comparaci6n con 10s r e s u l t a d u s  obtenidos  en cuanto a 
la a c t i v i d a d  $lucocor t ico ide  de 10s mismos, se e~plearon tres grg 
cedinientos d i s t i n t o s :  
El pr inero  c o n s i s t i 6  en el an&lisis del efecto de la h i d r o z i l ~  
c i b n  en posj-ciones 1 1P, 176 y 21 , y de la introduceiljn de un doble  
enlace 1,2  sobre e l  d de 10s carbonos d e l  esqueleto esteroidal qua 
teoricanente no deberfnn afcctmse. Se determi116 as5 que l a  intrp 
duccibn de un doble enlace 1,2 produce l a  curv~tura de 10s anillos 
. * ,  ' A y D d e l  e s t e r o i d e  h a c i a  l a  c a r a  d d e l  mismo, as$ corco l a  torsidn 
1 I' de 10s a n i l l o s  £3 7 C; l a  l l /%hidroxi lacibn produjo tan3iSn l a  cuy 
I ' va tu ra  d e l  e s t e r o i d e  h a c i a  l a  ca rad ( ,  miont ras  que l a  17C&hidroxL 
I l a c i 6 n  no a f e c t b  l a  conforraci6n d e l  a n l l l o  A d e l  es!pieleto base, , 
a d i f e r e n c i a  de l o  que sucede en e l  e s t a d o  c r i s t a l i n o ;  f ina lmente  
l a  21-hidroxi laci6n no a f e c t b  l a  conforrnaci6n d e l  ndcleo e s t e r o i d d .  
El segundo metodo c o n s i s t i 6  en e l  a n g l i s i s  d e l  c o r r i a i e n t o  de 
algunas sef ia les  en 10s e s p e c t r o s  =-l3c por agregado de CD 3 OD. Ke - 
* 
d i a n t e  e l  mismo s e  d e t e r ~ i n 6  l a  proporci6n de puentes  de hidrbgeno 
que s e  produce e n t r e  e l  carbonilo-20 y 10s h i d r o x i l o s  17d y 21 en 
10s mono y e l  d i h i d r o x i e s t e r o i d e s  correspondientes .  
Por Gltirno s e  ensayd con 11-desoxicor t lcosterona g c o r t i c o s t e r g  
n a  l a  u t i l i d a d  d e l  m6todo de ?''oessner (de t e rn inac ibn  de las ba r re -  
ras  r o t a c i o n a l e s  de 10s m e t i l o s  18 y 19 por r ~ e d i c i b n  de sus t i e x p o s  
d e  r e l a j a c i d n  y e f e c t o  nuc l ea r  Overhauser) para  e l  a n l l i s i s  con fo r  
macional de e s t e r o i d a s  en soluci6n.  Se d e t e r c i n 6  asf l a  d i s t o r s i 6 n  
de l a  r eg i6n  de 10s a n i l l o b  C y D d e l  e s t e r o i d e  debida a l a  1 1 P - h ~  
droxi lac ibn .  
4. Deterrninacibn de l a  a c t i v i d a d  g lucocor t i co ide  de pregn- 
1 4-en-3,ZO-dionas y sus A -der ivados,  coao oa r8ne t ros  g l u c o c o r t i c ~ A  
d e s  s e  determinaron: 
i. Inh ib i c ibn  d e  l a  incorporacidn de 3 ~ - u r i d i n a  a ART: se dotermi 
n6 e s t e  paremetro a l o  k r g o  de un amplie rango de concent r sc ibn  
( 1 0 - ~ - 1  oU4 M) , an&liz&ridose l a  s e n s i b i l i d a d  de 10s e s t e r o i d e s ,  su 
v a l o r  de i n h i b i c i b n  cuando se produce l a  s a t u r a c i b n  d e  l a  respueg  
ta ( v a l o r  y e l  e f e c t o  a l a  mayor concentracibn ecsaya  
da ( low4 MI. Besnl t6  i n t c r e s a n t e  l a  presenc i a  d e  co rgues tos  que se 
a p a r t a r o n  d e l  c o n p o r t m i e n t o  c l & s i c o  de 10s e; lucocor t icoides ,  prQ 
duciendo curvas  dos i s - respues ta  de no sa tu rac i6n .  E l  caso m&s dea 
t a c a d o  fue  e l  de 1 1/3-hidro~i-~regna-1,4-dien-3,20-diona, e l  cual 
se comport6 como un g lucocor t i co ide  muy deb51 h a s t a  una concent rg  
c i 6 n  d e  low5 M, groducikndose luego un aurnento n o t a b l e  en su a c t =  
vidad a mayores concerrtraciones,  l l egando  a n i v e l e s  de  i n h i b i c i b n  
s u p e r i o r e s  a 10s producidos For g l u c o c o r t i c o i d e s  c l & s i c o s  a loo4 N. 
ii. L i s i s  c e l u l a r :  s e  a n a l i z b  e s t e  p a r h e t r o  a una concent rac i6n  
de 10-4 M observ&ndose a lgunas  d i sc repanc ia s  con l o  pred ichc  
po r  e l  mecanismo c l & s i c o  de acc idn  que cons ide ra  l a  i n h i b i c i 6 n  de 
l a  s f n t e s i s  de Am como c a u s a ~ t e  de l a  lisis f i n a l  de l a  c8lu la .  
En v a r i a s  c i r c u n s t a n c i a s  s e  observd l a  d i soc i ac idn  de 10s dos  evez  
tos, s iendo e l  ca sc  a8s i n t e r e s a n t e  e l  de I lp-hidroxi-pregna-l ,+ 
dien-3,20-diona e l  c n a l  no s rodu jo  lisis ~ e s e  a su  po ten te  acc idn  
i n h i b i t o r i a  a esa concentracibn.  E l  comportamiento de e s t e  e s t e r o L  
de s e  a n a l i z d  a menores concent rac iones  observ6ndose nuevarente 
d i f e r e n c i a s  e n t r e  s u  ~ o r c ~ o r & i e n t o  a b a j a s  concent rac iones  r e s p e s  
t o  de l o  que sucede a l a  mayor concentracidn ana l i zada .  
F ina lnen te  se  z n e l i z 6  tarnhien e l  mecanisno por  e l  c u a l  l l a - h i d r p  
xi-pregna-l,4-dien-3,20-diona e j e r ce  su acci6n a 1 oo4 M e ~ c o n t r g n -  
dose  que este cunple 10s t res  r e q u i s i t o s  ( acc ibn  innediata, no pey 
du rab i l i dad  d e l  e f c c t o  luego de l a  e l i n i n a c i d n  d e l  e s t e r o i d e ,  in -  
sensible a l a  acc i6n  de i n h i b i d o r e s  de l a  sintesis d e  ARK) para c o ~  
s i d e r a r  que esta s e  produce po r  un mecanisno no z e n b ~ i c o  (a1 menos 
l a  acc i6n  sobre  l a  incorporac ibn  de '8-uridina a Ai(N que fue  e l  e- 
f e c t o  ana l l zado) .  
5. Correlacidn es t ruc tura-ac t iv idad ,  en e s t e  punto s e  ig 
t e n t a  cor re lac ionar  las c a r a c t e r f s t i c a s  funcionales-conformaciong 
l e s  de 10s e s t e r o i d e s  anal izados con s u s  propiedades biolbgicas .  Se 
detern in6  que e l  h id rox i lo  l l b a c t u a r f a  como tal y no a t r a v e s  de 1 
una a l t e r a c i d n  conformacional d e l  es te ro ide .  Posiblemente l a  accidn 
d e l  hidroxi lo  21 t a m b i b  sea de e s t e  t i p o ,  aunque no e s  pos ib le  deg 
c a r t a r  una acci6n moduladora d e l  mismo sobre e l  carboni lo  20. Se 
descar t6  l a  pos ib i l idad  de una curvatura 6ptima d e l  e s t e ro ide  como 
dnico determinante de l a  act ividad.  
La  acci6n d e l  doble enlace 1,2 y d e l  h id rox i lo  17&, tambi6n aria 
l i z a d o s ,  r e s u l t 6  anbigua y no fue posible su i n t e r p r e t a c i d n  en ba- 
s e  a 10s datcs d i s ~ o n i b l e s .  
6 .  P a r t e  experimental  de la l a b o r  r ea l i zada ,  donde s e  dg 
t a l l a n  la& shtesis r ea l i zadas ,  las t ecn icas  e s p e c t r o s c 6 ~ i c a s  espg 
c i a l e s  errpleaZas y 10s d i s t i n t o s  ensayos de ac t iv idad  glucocort i -  
co ide  desarrol lados.  
\ 
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